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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

Ana Carolina Proenga da Fonseca

A obesidade € um sério problema mundial de saude e tem sido associada ao aumento de risco
para doencas comuns como a diabetes mellitus tipo 2, cardiovasculares, hipertensdo, certas
formas de cancer e sindrome metabolica. Segundo dados da Organizacdo Mundial da Salde,
existem mais de um bilh&o de adultos com sobrepeso, e pelo menos 500 milhdes de obesos, 0
que caracteriza a obesidade como um grave problema atual. O aumento de peso surge através
de a¢des conjuntas dos fatores ambientais e genéticos, em particular naqueles individuos que
ja sdo geneticamente predispostos. Estudos tém investigado os fatores genéticos que
predispbem a obesidade, embora tais fatores ainda sejam pouco compreendidos. Os genes
candidatos a predisposicdo da obesidade estdo relacionados com a regulacéo da fome, balanco
energético, metabolismo de lipideos e glicose; e diferenciacdo de adipdcitos. Este trabalho
teve como objetivo o estudo de polimorfismos nos genes ADIPOQ (rs17366568 e rs182052),
RARRES?2 (rs17173608 e rs4721), PGCl-a (rs8192678 e rs3736265) e FNDCS5, no intuito de
analisar uma possivel associacdo ao desenvolvimento de obesidade e complicacGes
metabolicas associadas. A genotipagem dos polimorfismos foi realizada em 244 individuos,
sendo 136 pacientes com obesidade e 108 eutroficos. Os polimorfismos estudados foram
analisados por PCR em tempo real usando sondas TagMan e sequenciamento automatico.
Nossos principais resultados mostraram 0s obesos exibindo altos niveis de IMC,
circunferéncia abdominal, circunferéncia do quadril, pressdo arterial, glicemia, triglicerideos,
VDL colesterol, proteina C reativa e hemoglobina glicada; e exibiram baixos niveis de HDL
colesterol, quando comparados aos eutroficos. Além disso, estes obesos foram mais
susceptiveis a diabetes mellitus tipo 2, sindrome metabdlica e hipertensdo. Em relacdo as
analises moleculares, nés encontramos associacdes entre o polimorfismo rs3736265 e o
haplotipo rs17366568/ rs182052 com a obesidade. Além disso, o polimorfismo rs182052
estava influenciando os tracos de obesidade nos pacientes mdérbidos, enquanto que o
polimorfismo rs17173608 estava influenciando estes tracos em ambos os individuos obesos e
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eutréficos; e o polimorfismo rs8192678 influenciou o peso nos controles. Com relacdo aos
parametros pressoricos e bioquimicos, nds observamos que o polimorfismo rs17173608
estava associado com os altos niveis de glicose nos individuos com IMC normal. J& os SNP
rs8192678 e rs113173936 tinham efeitos na pressdo arterial de obesos. Além disso, 0s
polimorfismos rs3736265 e rs72882318 apresentaram efeitos nos niveis de VDL colesterol e
triglicerideos também em obesos. Finalmente, nossos resultados mostraram que 0s
polimorfismos rs3736265 e rs4721 estavam associados com a sindrome metabdlica e a
diabetes mellitus tipo 2, respectivamente. NOs concluimos que estes polimorfismos
influenciam de diferentes formas a obesidade e as complica¢gdes metabdlicas.
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ABSTRACT

MASTER’S DISSERTATION IN CELL AND MOLECULAR BIOLOGY

Ana Carolina Proenga da Fonseca

Obesity is a serious health problem worldwide and has been a major cause of morbidity and
mortality associated with an increased risk for some common diseases such as type 2 diabetes
mellitus, cardiovascular, hypertension, certain types of cancer and metabolic syndrome.
According to the World Health Organization, there are more than one billion adults
overweight and at least 500 million obese, which characterizes obesity as a serious problem
today. Weight gain gives rise due to actions regarding environmental and genetic factors, in
particular those who are already genetically predisposed. Studies have investigated the genetic
factors that predispose to obesity, although these factors are still poorly understood. The
candidate genes associated to obesity predisposition has been associated to the regulation of
hungry, the energy balance, lipid and glucose metabolism; and adipocyte differentiation. This
project aims to study the polymorphism of ADIPOQ (rs17366568 and rs182052), RARRES2
(rs17173608 and rs4721), PGC1-a (rs8192678 and rs3736265) and FNDC5 gene, in order to
analyze a possible association with the development of obesity and metabolic complications
associated with it. Genotyping of these polymorphisms was performed for 244 subjects,
being136 patients with obesity and 108 non-obesity controls. The polymorphisms studied in
this project were analyzed by real-time PCR using TagMan probes and automated sequencing.
Our main results showed that obese subjects exhibiting high levels of BMI, abdominal
circumference, hip circumference, blood pressure, fasting glucose, triglycerides, VDL-
cholesterol, C-reactive protein and glycated haemoglobin, and exhibited lower levels of HDL-
cholesterol when compared to controls. Furthermore, these obese subjects were more
susceptible of type 2 diabetes, metabolic syndrome and hypertension. Regarding the molecular
analysis, we found association of rs3736265 polymorphism and rs17366568/rs182052
haplotype with obesity. Moreover, rs182052 polymorphism was influencing traits of obesity
in morbid patients, while rs17173608 polymorphisms were influencing traits in both lean and
obese subjects and rs8192678 SNP influenced only weight with control subjects only the
weight of controls. Regarding to the blood pressure and biochemical parameters, we observed
that rs17173608 polymorphism was associated with high levels of fasting glucose in normal
BMI subjects. Already rs8192678 and rs113173936 SNP had effects of blood pressure in
obese patients. Furthermore, rs3736265 and rs72882318 polymorphisms had effects of VDL-
cholesterol and triglycerides levels in obese subjects. Finally, our results showed that
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rs3736265 and rs4721 polymorphisms were associated with metabolic syndrome and type 2
diabetes, respectively. We conclude that these polymorphisms influence the obesity in
different ways and metabolic complications as well.
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1 Introdugéo

Nas Ultimas décadas a prevaléncia da obesidade vem aumentando em varios paises ao
redor do mundo. Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude, existem mais de um bilho
de adultos com sobrepeso, e pelo menos 500 milhGes de obesos, 0 que caracteriza a obesidade
como um grave problema atual, acometendo paises desenvolvidos e em desenvolvimento. Esse
aumento de peso da populacdo emergiu como um dos mais proeminentes problemas de salde
publica, acarretando custos significativos no setor (CUMMINGS & SCHWARTZ, 2003). No
Brasil, cerca de 1,5 bilhdes de reais por ano sdo gastos no tratamento da obesidade, abrangendo
internagcdes hospitalares, consultas médicas e medicamentos. Desse valor, 600 milhfes séo
provenientes do governo, via Sistema Unico de Sadde, representando 12% do orgamento gasto
com todas as outras doencas (LEITE et al., 2009).

O aumento de peso da populacdo é devido as rapidas mudancas que vém ocorrendo no
cotidiano, como a ingestdo de uma dieta hipercaldrica e 0 aumento do sedentarismo, que resulta
no desequilibrio da homeostasia corporal (GOTTLIEB et al, 2008). A continua ingestdo de
alimentos caloricos, superior ao gasto energético acarreta no acumulo de gordura do tecido
adiposo branco (TAB) resultando na obesidade (KHANDEKAR et al, 2011).

Apesar de estereétipos populares que retratam a obesidade como um problema de
comportamento de gula e fraca forca de vontade, ha evidéncias incontestaveis que os fatores
genéticos desempenham um papel importante na determinacdo do peso corporal dentro de um
determinado ambiente (CUMMINGS & SCHWARTZ et al., 2003). Estudos mostram que nao
sdo todas as pessoas que vivem em um ambiente obesogénico que desenvolvem estas patologias,
0 que destaca a multifatoriedade da condicdo. O aumento de peso surge através de acdes
conjuntas dos fatores ambientais e genéticos (Figura 1), em particular naqueles que ja sdo
geneticamente predispostos (HENNEMAN et al., 2010; LOOS, 2009). Ademais, estudos
realizados com familias e gémeos demonstram que fatores genéticos contribuem com 40-70% da
variacdo interindividual na susceptibilidade de desenvolver obesidade (LOQOS, 2009), enquanto

gue o ambiente contribui apenas com cerca de 30% (BELL et al., 2005).
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Figura 1: Fatores que influenciam o desenvolvimento da obesidade. A obesidade é resultado da agdo de fatores
ambientais (falta de exercicio, ingestdo de alimentos caloricos e culturais) e genéticos (predisposicéo).

Fonte: Adaptado de Kolpman, 2000 pp.638

O aumento da adiposidade corporal é acompanhado por uma profunda mudanca na
funcéo fisioldgica do corpo (KOLPMAN, 2000). A obesidade afeta a salde de varias maneiras e
é classificada como um dos cinco fatores de risco que vem aumentando a mortalidade (WHO,
2013). O aumento da prevaléncia desta patogénese € acompanhado de um namero crescente de
pacientes com complicacbes metabolicas (GRUNDY, 2000). Segundo a OMS, aproximadamente
44% da diabetes mellitus tipo 2 (DT2), 23% da doenca isquémica do coracao e entre 7 — 41%
dos canceres sao atribuidos ao excesso de peso (WHO, 2013). Em paralelo, observagdes clinicas
demonstram que ndo séo todos os obesos que desenvolvem estes problemas, sugerindo nao ser
um efeito direto da quantidade absoluta de gordura acumulada. Muitos pacientes obesos sdo
metabolicamente saudaveis, apesar do grande acumulo de gordura, enquanto outros que sao
apenas moderadamente obesos desenvolvem as doencas. Portanto, ha indicios de que a expansao
do tecido adiposo possa ser um fator importante para determinar as complicacdes metabolicas
associadas a obesidade, no entanto, outros fatores podem estar modulando o desenvolvimento
destas comorbidades (MEDINA-GOMEZ et al., 2007).

O TAB é um o6rgado enddcrino que secreta uma variedade de peptideos ativados
(adipocinas) e é responsavel por coordenar uma variedade de processos metabdlicos. Nas

condigcOes de obesidade estas adipocinas podem ser encontradas desreguladas (aumentadas ou
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diminuidas), podendo ocasionar desordens no metabolismo, resultando na resisténcia a insulina e
em fisiopatologias associadas, como a hipertensdo, DT2, sindrome metabolica (SM),
dislipidemia, aterosclerose, sindrome do ovario policistico, doencas cardiovasculares e certos
tipos de cancer. As mudangas nos niveis destas adipocinas sdo o resultado de alteracfes na
transcricdo, bem como nos mecanismos pés-traducionais, que podem afetar a liberacdo de
proteinas especificas (DENG & SCHERER, 2010). Além disso, tem sido sugerido que mutacdes
genéticas que afetem o desenvolvimento e/ou a funcdo do tecido adiposo sdo o suficiente para
resultar nestas desordens metabdlicas, sugerindo uma interagao destas vias (O’RAHILLY, 2009).
Muitos genes estdo associados com a obesidade humana ou suas complicacdes no
metabolismo (KOPELMAN, 2000). Os estudos de genes candidatos a predisposicdo estdo
relacionados com a regulacdo da fome, o balanco energético, metabolismo do lipidio e glicose; e
diferenciagdo do adipdcito (DAS, 2010; MUSSIG et al., 2009). Analises destes genes tém
ajudado a aumentar o conhecimento sobre as bases dos mecanismos energéticos e sobre o0s
fatores genéticos que predispdem o desenvolvimento destas patologias. Entre 0s genes que
podem estar associados, estdo o ADIPOQ, RARRES2, PGC1A e FNDC5 que sdo responsaveis
pela codificagéo das adipocinas e miocinas, envolvidas na regulagéo de diversas vias metabolicas
e variagOes genéticas que afetam a sua funcao e eficiéncia, podem contribuir para varios fatores
fisiopatologicos.
Analisar as correlagdes entre polimorfismos destes genes e o desenvolvimento da

obesidade, assim como as desordens no metabolismo, séo as principais finalidades deste estudo.

1.1 Tecido Adiposo — Amigo ou inimigo?

O tecido adiposo esta cada vez mais sendo estudado por contribuir tanto para o bem estar
do ser humano, como para os processos de doenca (HASSAN et al., 2012). Este tecido é
formado por diversos tipos de células, entre elas, os pré-adipocitos (precursoras), adipdcitos,
células endoteliais, fibroblastos, linfocitos, neutrofilos, macréfagos e algumas células-tronco
mesenguimais, que podem se desenvolver em células de diversas linhagens celulares (midcitos,
condrdcitos, osteoblastos e adipdcitos). Os adipocitos correspondem a 70% da massa total e
provém das células-tronco mesenquimais multipotentes, residentes no estroma do tecido adiposo.
Estas células mesengquimais se desenvolvem em adipoblasto e depois em células pré-adiposas,
perdendo a capacidade de se tornar outra linhagem mesenquimal (CUSI, 2012; QUEIROZ et al.,

2009). Estudos sugerem que dependendo do estimulo que essas células recebam, podem se
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desenvolver em adipdcitos brancos ou marrons, sendo os Ultimos extremamente escassos Nnos
adultos (RAFOLS, 2014). A maturacdo depende de um sistema complexo de sinais para que se
tornem células maduras e possam realizar suas fungdes. Nesta fase acumulam gotas lipidicas e a
habilidade de responder a horménios, como a insulina (CUSI, 2012; QUEIROZ et al., 2009).

Nos organismos, os lipideos se armazenam em dois tipos de tecido adiposo: tecido
adiposo marrom (TAM), que também pode ser chamado de multilocular; e o tecido adiposo
branco (TAB), também denominado unilocular.

O TAM surgiu tardiamente na escala evolutiva, sendo encontrado apenas nos mamiferos.
Em humanos encontramos este tecido principalmente no feto e em recém-nascido, estando
localizado a nivel axilar, cervical, perirrenal e periadrenal, mas sua presenga diminui
rapidamente ap6s o nascimento (RAFOLS, 2014). Em adultos sdo encontrados nas regides
paracervical, supraclavicular e paravertebral. O TAM maduro possui diversas goticulas lipidicas
(Figura 2) e tem funcdo termogénica, tendo um nimero grande de mitocéndrias nas células para
realizar seu papel (DENG & SCHERER, 2010). Ele utiliza a energia quimica dos lipideos e da
glicose para produzir calor (sem tremor), através da via mitocondrial de fosforilacdo oxidativa de
acidos graxos mediados pela expressdo tecido especifica, da proteina de desacoplamento 1
(UCP1). Assim como o TAB, o TAM também pode afetar 0 metabolismo do corpo e a sua
ativacdo pode levar a novas abordagens como a perda de peso e o aumento da sensibilidade a
insulina (HASSAN et al., 2012).

Figura 2: Microscopia éptica da estrutura interna do tecido adiposo marrom. A imagem mostra as goticulas
lipidicas encontradas em adipdcitos do tecido adiposo marrom.

Fonte: Rafols, 2014 Pp. 7



Recentemente, foi descoberto um tecido metabolicamente ativo com respostas de
termogénese similares ao TAM, entretanto localizadas no TAB, sendo sugerido que existem dois
tipos de adipdcitos marrons, conhecidos como adipdcitos marrons cldssicos e as “células beges”
(ou “células adiposas marrons recrutaveis”) (LIDELL et al., 2013). Estas células beges s&o
semelhantes as células adiposas brancas, pois tem uma baixa expressao basal de UCP1.
Entretanto, elas respondem a estimulacdo do cAMP com uma alta expresséo dos genes UCP1 e
aumento nas taxas de respiracao, alcancando niveis similares observados no TAM interescapular.
Assim, essas células tem a capacidade de trocar entre os fendtipos de estoque de energia por
dissipacdo energética, diferente das outras células adiposas. Dessa forma, elas sdo reconhecidas
como intercalantes entre os adip6citos marrons e brancos (HASSAN et al., 2012; WU et al.,
2012).

O TAB constitui o principal componente do tecido adiposo do corpo e esta localizado
perifericamente na regido subcutanea (sob a pele) e visceral (ao redor dos 6rgéos) (LEITE et al.,
2009). Este tecido também pode ser encontrado em muitas outras regides, Como no espacgo retro-
orbital (GESTA et al., 2007). O seu adipocito maduro é caracterizado por ter um vactolo de
gordura que pode ocupar 90% do volume da célula, fazendo com que a mesma seja
morfologicamente Gnica e facilmente distinguivel (Figura 3) (SANCHEZ et al., 2010). Este
tecido é o principal armazenador de energia do organismo e também atua como um isolante
térmico e protege outros orgdos de danos por impactos mecanicos (HASSAN et al., 2012).
Quando o corpo tem excesso de energia e/ou diminuicdo do gasto energético (balanceamento
positivo), este excedente é depositado no TAB na forma de triglicerideo. Por outro lado, se ha
escassez de ingestdo energética e/ou aumento de gasto de energia (balanceamento negativo), os
depdsitos de lipideos sdo liberados em forma de acido graxo (AG) e glicerol que através da
corrente sanguinea sdo transportados para outros tecidos, onde sdo usados como substratos para a
geracdo de energia, através da fosforilacdo oxidativa da adenosina trifosfato - ATP (RAFOLS,
2014; RAUCI et al., 2013).



Figura 3: Microscopia eletrénica de transmissdo da estrutura interna do tecido adiposo branco. A imagem mostra
um adipécito com sua goticula lipidica.

Fonte: Adaptado de Hassan et al., 2012 Pp. 694

O TAB era reconhecido apenas por estocar triglicerideo, sendo o seu adipdcito o
principal responsavel pelo armazenamento dos lipideos (DENG & SCHERER, 2010).
Atualmente estas células sdo reconhecidas por terem papel de secretoras, fazendo com que o
tecido adiposo desempenhe também a funcdo de drgdo enddcrino (Figura 4). Este tecido
expressa e/ou secreta, exclusivamente ou ndo, uma variedade de peptideos ativados, 0s quais
atuam localmente de forma autécrina ou paracrina e também podem atuar a nivel sistémico
(enddcrino) (KERSHAW & FLIER, 2004). Essas substancias bioativas sdo conhecidas como
adipocitocinas, quando as proteinas secretadas pelo adipdcito séo citocinas ou atuam como tais; e
também podem ser denominadas adipocinas, que englobam todas as proteinas ou peptideos
secretados pelos adipocitos, independente do grupo funcional (TRAYHURN & WOOD, 2007).
Em adicéo a esses sinalizadores, o tecido adiposo, também expressa uma variedade de receptores
que permitem responder a sinais provenientes de outras partes do corpo, como 0s do sistema
nervoso central e dos sistemas hormonais. Essa maquinaria permite a comunicacdo deste tecido
com outros Orgaos distantes, permitindo que coordene uma variedade de processos metabdlicos
em todo o corpo (KERSHAW & FLIER, 2004).
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Figura 4: FuncGes do tecido adiposo branco. Com relacdo ao estoque de energia, o adipocito através do
metabolismo do lipideo, pode estocar triglicerideo (alimentado) ou catabolizar este lipideo e libera-lo na forma de
glicerol e acidos graxos. Além disso, esta célula pode secretar adipocinas e responder a elas; e a outros sinais
provenientes de outros tecidos, regulando o metabolismo do corpo.

Fonte: Adaptado de KAHN & FLIER 2000. Pp. 476

1.2 Obesidade — a pandemia do seculo 21

Desde o século 20, a sociedade vem passando por diversas transformacdes. Com o
surgimento de novas tecnologias e a facilidade para a compra, aumentou a mecanizagéo e a
motorizacdo. Além disso, a tecnologia fez com que diminuisse o tempo gasto para a alimentacao
e possibilitasse a comercializacéo de alimentos processados, com alto teor de gordura, com baixo
custo, rapidamente consumiveis ¢ de facil disponibilidade em mercados e restaurantes “fast-
foods” (UNGER, 2003; SWINBURN et al., 2011). Essas mudangas fizeram com que se tivesse
uma alimentacdo rica em lipidios saturados, agucares e comidas mais refinadas; e também com
que diminuisse os exercicios fisicos, em virtude a automacéo dos afazeres basicos e a reducao de
se exercitar de forma espontanea e por lazer, com consequente aumento da vida sedentéria
(NAVES, 2007). Este quadro acarretou na ingestdo de alimentos cal6ricos superior ao gasto
energético, fazendo com que gordura seja depositada no TAB. Grandes quantidades de gordura

disponiveis fazem com que aumente excessivamente a massa desse tecido, podendo resultar na
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obesidade. Em humanos, a massa do tecido adiposo pode variar drasticamente, especialmente
pelos adipocitos poderem aumentar o volume (hipertrofia) e o numero destas células
(hiperplasia) (Figura 5). O aumento do tamanho € reflexo do equilibrio entre a lipogénese e a
lipdlise, enquanto que a quantidade dessas células € o reflexo entre a proliferacdo, a
diferenciacdo dos pré-adipécitos e a apoptose dos adipocitos (RAFOLS, 2014).
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Figura 5: Processos que o adipécito pode sofrer que aumentam a massa do tecido adiposo, levando a obesidade.

1.3 Epidemiologia

A prevaléncia da obesidade mundial vem aumentando drasticamente nas Ultimas décadas,
sendo atualmente encontrada em proporcdes epidémicas (BASTIEN et al., 2014). No periodo de
1980 a 2008, a prevaléncia da obesidade mundial dobrou e atualmente acredita-se que o aumento
seja em torno de 75% desde esta época (WHO, 2013).

Até pouco tempo, a obesidade era considerada apenas um problema dos EUA e de paises
ocidentais, mas tem se tornado uma das maiores contribuidoras do desenvolvimento de doencas
crénicas (MALIK et al., 2013). Esse aumento de peso vem crescendo em diversos paises, nao
apenas nos desenvolvidos, mas também nos com menos privilégios. No entanto, é observada
uma grande variacdo na prevaléncia entre os paises, sendo encontrada a maior taxa de obesos nas
llhas do Pacifico, podendo chegar a 80% em algumas regides, e a menor na Asia, que tem como
exemplo a India, onde menos de 1% da sua populacdo é obesa. Nos paises da América do Norte
e Europa as taxas sdo geralmente altas, enquanto que nos da Africa e Oriente Médio sio
variaveis, como pode ser visto na figura 6 (NGUYEN et al, 2010; WHO, 2013).
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Figura 6: Prevaléncia da obesidade mundial.

Fonte: Adaptado de WHO, 2013

O estudo realizado pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), pelo
Ministério da Saude e pelo Instituto Nacional de Alimentacdo e Nutricdo, mostrou um
significativo aumento do nimero de obesos no pais no periodo de 1975 a 2009 (Figura 7). Além
disso, analisou-se a prevaléncia da obesidade de acordo com o género, sendo observado um
aumento de 0,32% por ano para 0s homens e de 0,18% por ano para as mulheres (IBGE, 1982;
1992; 2004; MS, 2011). Segundo dados do Ministério da Saude, o estudo antropométrico e
nutricional realizado de 2008-2009, mostrou que 0 excesso de peso foi diagnosticado em cerca
de metade dos homens e das mulheres, excedendo em 28 vezes a frequéncia do déficit de peso,

no sexo masculino, e em 13 vezes, no sexo feminino.



15.0- 13,9
3 Obesos

111

e
© b
o
1 1

8,0

5.0 4,4

Porcentagem
\'
o
1L

2.5

0.0 T T T T

Figura 7: Prevaléncia da obesidade no Brasil no periodo de 1975 — 2009.

Fonte: IBGE, 1982; 1992; 2004; MS, 2011

Com relagdo a obesidade morbida (IMC>40), a sua prevaléncia mundial ainda ndo foi
estimada. Mas, sabe-se que no Brasil, a prevaléncia é de 0,64% (SANTOS et al., 2010), na
Austrélia é de 1,69% (PASCO et al., 2013), na Escocia é de 2,7% (BROMLEY et al., 2011), na
Espanha é de 6,1% (BASTERRA-GORTARI et al., 2011) e nos Estados Unidos a prevaléncia €
ainda mais alta, sendo encontrada em 6,6% dos individuos adultos (STURM & HATOR, 2013).
Uma estimativa linear mostra que a prevaléncia mundial da obesidade mérbida chegard a 9% em
2030 (FINKELSTEIN et al., 2012).

1.4 Indices antropométricos e associacdes com as complicaces metabdlicas

A OMS utiliza o indice de massa corporeo (IMC) como uma forma pratica e de baixo
custo para classificar a adiposidade dos adultos (Tabela 1). O IMC é calculado usando uma
formula que combina o peso e a altura. A categorizacdo baseada neste indice fornece valiosas
informacGes sobre 0 aumento da adiposidade do corpo e tem sido muito utilizada em pesquisas
clinicas e estudos epidemiolédgicos. Ela permite uma comparacao significativa do status do peso
dentro ou entre populacdes e a identificacdo de individuos ou grupos com risco de morbidade e
mortalidade (KOLPMAN, 2000).
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Tabela 1: Classificacdo do indice de Massa Corp6reo

Classificagéo IMC (Kg/m?)
Baixo peso <18,50
Magreza grave <16,00
Magreza moderada 16,00 — 16,99
Magreza leve 17,00 — 18,49
Peso normal 18,50 — 24,99
Sobrepeso 25,00 — 29,99
Obeso >30,00
Obeso classe | 30,00 — 34,99
Obeso classe 11 35,00 — 39,99
Obeso classe 111 >40,00

*Q IMC é calculado pela divisao do peso (quilogramas) pela estatura (metros) ao quadrado. Fonte: WHO, 2004

A Associacdo Americana do Coracdo (“The American Heart Association”) propds
subgrupos adicionais de obesos, em virtude do rapido crescimento de pacientes com obesidade
macica. Eles propuseram os obesos com classe IV (IMC > 50 kg/m2) e classe V (IMC > 60
kg/m2) (POIRIER et al, 2009; POIRIER et al, 2011).

Além da classificacdo do IMC, outras mensuracdes de dados antropométricos também
tém sido muito utilizadas. Estes parametros agem de forma complementar a analise do IMC, uma
vez que este indice de adiposidade é muito amplo e a distribuicdo da gordura no corpo pode
influenciar na associacdo as desordens metabdlicas (Figura 8) (WHO, 2008; GESTA et al.,
2007).
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Figura 8: llustracdo evidenciando a distribui¢do da gordura corporal.

Fonte: Adaptado de GESTA et al., 2007 pp. 243

A OMS, desde 1997, tem reconhecido a importancia da massa de gordura abdominal no
aumento do risco de sofrer um infarto no miocardio, acidente vascular cerebral e morte
prematura independente do IMC. Essas diferencas na composicdo corporal, ou seja, as
quantidades relativas ou os tipos de gordura refletem na circunferéncia da cintura ou na medida
da relagcdo cintura-quadril (circunferéncia abdominal dividida pela circunferéncia do quadril)

(WHO, 2008). As circunferéncias de risco sdo mostradas na tabela 2.

Tabela 2: Pontos de corte e risco de complicacdes metabdlicas

Risco de complicacdes
Mensuracao Ponto de corte )
metabolicas
Circunferéncia da cintura >94 c¢cm (H); >88 cm (M) Aumentado
Circunferéncia da quadril >102 cm (H); >88 cm (M) Substancialmente aumentado
Razao cintura/quadril >0.90 cm (H); >0.85 cm (M) | Substancialmente aumentado

H- homem/ M- mulher Fonte: WHO, 2008



Sendo estas mensuragdes usadas como uma forma de refinar a classificacdo do IMC e ao
serem utilizadas juntas, permitem estabelecer um risco mais apurado para o desenvolvimento de
anormalidades metabdlicas, como a SM, DT2, hipertensdo e doencas cardiovasculares (Tabela
3). Entretanto é importante compreender que estas associagdes Sa0 universais, e por mais que
tenham sido estabelecidas para que fossem sensitivas ao risco de saude de todas as populaces,
existem diferentes predisposi¢cdes de cada grupo étnico ou populacéo especifica (WHO, 2008).

Tabela 3: Risco de distarbios metabdlicos de acordo com a combinacdo do IMC e
circunferéncia da cintura

indice de Risco de doenca (em relacéo ao peso normal e a
Massa Classe da circunferéncia da cintura)
corporal obesidade Homem<94cm Homem>102
(IMC) Mulher<80cm Mulher>88cm
Baixo peso <18,5
Normal 18,5-24,9
Sobrepeso 25,0-29,9 Aumentado Alto
Obeso 30,0 - 34,9 | Alto Muito alto
35-39,9 I Muito alto Muito alto
Obeso extremo >40 Il Extremamente alto Extremamente alto

Fonte: WHO, 2008

1.5 Comorbidades

A obesidade tem sido reconhecida como uma condicdo que afeta o bem estar da pessoa
(XIA & GRANT, 2013), por causar ou exacerbar muitos problemas de saude, tanto de forma
independente como associado a outras doencas (KOPELMAN, 2000). A primeira associacdo
feita entre a obesidade e a susceptibilidade de desenvolver outras patogéneses foi realizada por
um antigo fisico da Grécia, conhecido como Hippocrates. Segundo sua observacdo: “Mortes
repentinas sdo mais comuns em quem € naturalmente obeso do que em magros” (XIA &
GRANT, 2013). Atualmente, se sabe que 0 peso excessivo ndo tem efeito apenas no social e
psicolégico, mas também numa significante morbidade e morte prematura (BELL et al., 2005).

O aumento da prevaléncia da obesidade e a associacdo as comorbidades como a DT2, doencas
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cardiovasculares e certas formas de cancer tem representado a maior ameaca a saude publica
mundial (RAMACHANDRAPPA & FAROOQI, 2011). Estudos epidemiolégicos confirmam
que o0 aumento de graus de sobrepeso e obesidade é um importante preditor da diminuicdo da
longevidade, em virtude das profundas mudancas na funcéo fisiolégica (KOPELMAN, 2000).
Algumas das modificacdes parecem estar associadas a hiperinsulinemia e principalmente a
resisténcia a insulina, que ocorrem em uma grande parte dos obesos e que ao serem adquiridas
iniciam uma cascata de mudancas metabdlicas que podem desencadear em DT2, dislipidemia,
hipertensdo, hipercoagulacdo, eventuais doencas cardiovasculares, sindrome do ovario
policistico e certas formas de cancer. Apesar de ser bem reconhecido que ha uma relagédo entre o
acumulo de gordura e o risco de desenvolver doencas metabdlicas crénicas, o processo ainda ndo
foi totalmente elucidado (YANG & CHUANG, 2006).

Atualmente séo propostos dois mecanismos (ndo exclusivos) para explicar como a
expansdo do tecido adiposo pode afetar a resisténcia a insulina. A primeira hipotese sugere que a
acumulacéo excessiva de gordura é associada a um estado de inflamacgéo crénico, que apresenta
como perfil o aumento de producdo de citocinas inflamatdrias produzidas por adipocitos e/ou
macrofagos infiltrados no tecido. Estas citocinas podem antagonizar a sinalizacdo da insulina,
causando uma desregulacdo no metabolismo (MEDINA-GOMEZ et al., 2007). A segunda
hipdtese esta correlacionada ao acumulo de gordura no tecido adiposo e em 6rgédos ndo adiposos
(VIRTUE & VIDAL-PUIG, 2010). A obesidade esta associada a expansdo do tecido adiposo
(Figura 9), a qual é caracterizada pelo desequilibro da homeostase de AG celular, refletindo no
maior acimulo destes acidos do que € requerido para processos anabolicos e catabolicos, sendo
esta demasia de lipideos estocada na forma de triglicerideo. Os vactolos de gordura dos
adipdcitos sdo dindmicos e através das acdes de hormoénios podem-se aumentar ou diminuir a
quantidade deste triglicerideo (SCHAFFER, 2003). Dentre estes horménios se destaca a insulina,
que é produzida pelas células B encontradas no pancreas e agem em varios tecidos periféricos,
incluindo musculo esquelético, figado e tecido adiposo, regulando a absorcdo da glicose e a
concentracdo de acidos graxos circulantes. No entanto, quando o tecido adiposo excede sua
capacidade de expansdo, ou seja, a capacidade de estocar triglicerideo, leva a uma disfuncéo e
modificacdo das células, que associado a liberacdo de mais adipocinas inflamatorias, acaba por
desenvolver uma resisténcia a insulina. Esta resisténcia aumenta a lipolise e diminui a
capacidade dos adipdcitos absorverem lipideos na circulacdo, o que origina no aumento dos AG
e triglicerideos na corrente sanguinea (SINGH et al., 2009). Dessa forma, os lipideos sdo
redirecionados para tecidos periféricos ou orgdos, como as células B pancreéticas, figado,

coracdo e musculo esquelético, ocasionando a lipotoxicidade (GUILLET et al., 2012), que ¢
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causada pelo acumulo de triglicerideos em tecidos ectopicos e subsequente disfuncdo celular
e/ou apoptose (CUSI, 2012).

A excessiva liberagdo de AG pelos adipocitos abdominais dentro da veia porta hepéatica
faz com que eles atuem diretamente no figado, afetando a absorcdo de insulina, o que contribui
para uma inapropriada producdo de glicose hepética (gliconeogénese) e diminuicdo da sua
utilizacdo, resultando na libera¢do deste acucar. A reducdo hepatica do “clearence” da insulina
leva a0 aumento sistematico da sua concentracdo (hiperinsulinemia), bem como da glicose
(KOPELMAN, 2000).

O masculo esquelético é o maior sitio de captacdo e metabolizacdo de glicose estimulada
pela insulina. Entretanto, com o desenvolvimento da resisténcia a insulina, causada pelo excesso
de armazenamento de triglicerideo, o tecido passa a utilizar AG como fonte de energia,
resultando num grande aumento de glicose no sangue (KOPELMAN, 2000).

Por sua vez, o pancreas aumenta ainda mais producdo de insulina (estado da
hiperinsulinemia compensatoria) com intuito de reestabelecer o equilibrio do corpo. Com o
aumento da concentragdo de AG, os individuos resistentes a insulina ndo podem continuar num
estado de compensacdo de insulina, fazendo com que as células B diminuam a produ¢do desse
horménio e a hiperglicemia prevaleca. Este processo estabelece um ciclo vicioso de
hiperinsulinemia e hiperglicemia, com um papel crucial no desenvolvimento de DT2
(KOPELMAN, 2000; SILVEIRA et al., 2011; ZECCHIN et al., 2004).
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Figura 9: Diagrama delineando como o balanco energético positivo pode levar a resisténcia a insulina e DT2.

Fonte: Adaptado de Virtue & Vidal-Puig, 2010 pp. 345

Esta claro que existe uma associacdo direta entre a massa do tecido adiposo e a
sensibilidade a insulina. No entanto, alguns individuos magros se tornam resistentes a insulina,
enquanto alguns muito obesos ndo apresentam esta resisténcia, destacando a multifatoriedade da
condicdo. Mesmo entre 0s niveis populacionais a correlacdo da obesidade com a resisténcia a
insulina pode variar, como ocorre nos asiaticos, nos quais IMC menores que dos caucasianos
estdo associados as complicacBes metabolicas (VIRTUE & VIDAL-PUIG, 2010). Ademais,
segundo Yang & Chuang (2006), o risco de desenvolver DT2, hiperlipidemia e hipertensdo
também diferem mesmo entre individuos obesos. Aproximadamente 20% dos obesos tem
sensibilidade a insulina e sdo metabolicamente normais (metabolicamente saudaveis), apesar de
terem uma grande quantidade de gordura corporal. Em contraste, cerca de 20% dos individuos
com IMC normal ou com sobrepeso leve, apresentam anormalidades metabolicas associadas a
SM. Além disso, pacientes que sofrem com sindrome da lipoatrofia causada por fatores genéticos
que afetam a adipogénese, geralmente tem uma disposicdo de lipidios em 6rgdo nao adiposos.
Estes pacientes na maioria das vezes apresentam resisténcia a insulina e distor¢des no perfil
metabolico, com o desenvolvimento de diabetes e altos niveis de triglicerideo (REITMAN et al.,
2000).

Muitos fatores podem influenciar na capacidade do tecido adiposo se expandir, e estudos

em modelos de camundongos e mutagcdes em humanos existem para dar suporte a este conceito.
16



Estes modelos demonstram que os fatores genéticos podem limitar a expansdo deste tecido, e em
condicdes de balanco energético positivo (ingestdo de alimentos maior que gasto energético),
podem levar a resisténcia a insulina e diversas outras complica¢des metabdlicas. Dentre 0s genes
que podem estar associados com a expansdo do tecido e consequentemente com o0
desenvolvimento de desordens no metabolismo, temos os relacionados a angiogénese, matriz
extracelular, maturacdo do adipécito e codificadores de certas adipocinas, como leptina,
adiponectina, resistina, quemerina, interleucina-6, entre outras (VIRTUE & VIDAL-PUIG,
2010).

1.6 Fatores genéticos associados a obesidade

Muitas hipdteses tém sido propostas para explicar a origem da epidemia da obesidade.
Embora o impacto das mudangas no cotidiano tenham sido significantes, esta claro que esta
patologia tem um fundamento genético (WALLEY et al., 2009). Diversas evidéncias tém
apontado para este componente desempenhando um importante papel no risco de individuos se
tornarem obesos, embora ainda ndo se saiba a magnitude desse risco (LOOS & BOUCHARD,
2003; XIA & GRANT, 2013).

Com as modificagdes no cotidiano, foi possivel perceber que os individuos que vivem em
ambientes “restritos” e evoluem para ambientes obesogénicos, como ocorreu em paises
industrializados, a maioria estd propensa a ganhar peso. No entanto, aqueles com uma alta
predisposicdo genética ganham mais peso, enquanto que aqueles resistentes ganham pouco ou
nenhum peso, demonstrando que alguns individuos sdo mais propensos a ficarem mais pesados
em ambientes obesogénicos que outros (LOOS & BOUCHARD, 2003).

Alguns estudos também tém demonstrado a importancia destes fatores genéticos, como
0s dois experimentos realizados por Bouchard e colaboradores (1990 & 1994) com gémeos
idénticos. Eles selecionaram em dois trabalhos diferentes, 12 e 7 pares de gémeos
monozigébticos, sendo todos do sexo masculino, com uma faixa etaria de 17-27 anos, que foram
criados juntos e moraram juntos durante o tempo de recrutamento. Através de seus experimentos
de aumento da ingestdo caldrica e indugdo as praticas de exercicio fisico, respectivamente,
perceberam que a mudanca do peso corpo, da composicdo corporal e a queima energética sao
mais similares entre os gémeos idénticos do que os que apresentam diferentes caracteristicas

genéticas. Estes estudos com gémeos sugerem que a obesidade e a adiposidade sdo fatores
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herdaveis. E para que esta suposi¢cdo fosse mais fortalecida, foram realizados estudos com
individuos adotados, sendo outra maneira de confirmar a influéncia genética em humanos. O
pesquisador Stunkard e seus colaboradores (1986) realizaram um projeto com 540 pessoas
adotadas na Dinamarca, além de seus parentes biologicos e adotivos. Estes individuos adotados
variavam desde magreza a obesidade morbida, e foram divididos em quatro grupos de acordo
com o IMC (magro, normal, sobrepeso e obeso). Através das analises, observaram uma clara
relacdo entre o IMC dos parentes bioldgicos e dos adotados, mas ndo encontraram essa
similaridade entre os pais adotivos, sugerindo que apenas os fatores ambientais tém pouco ou
nenhum efeito na massa corporal. Desse modo, acredita-se que a adiposidade e 0 seu extremo
variante, a obesidade, sejam resultados a partir de algum tipo de interacdo gene-ambiente nédo
agindo independente um do outro (SORENSEN et al., 1998). Nesse sentindo, a susceptibilidade
a esta patologia é em parte determinada pelos fatores genéticos, mas o ambiente obesogénico é
necessario para a expressao desse fendtipo (LOOS & BOUCHARD, 2003).

Outro indicio da contribuicdo genética € a existéncia de formas graves de obesidade
monogénica, ou seja, causada por alteragcdes em um Unico gene. MutacOes raras nos genes
codificadores das proteinas reguladoras da ingestdo de alimentos, tais como a leptina (LEP)
(MONTAGUE et al., 1997), o receptor da leptina (LEPR) (CLEMENT et al., 1998), e o
receptor 4 da melanocortina (MC4R) (FAROOQI et al.,, 2000) foram sugeridos como
responsaveis pela obesidade morbida no inicio da infancia. Estas mutagdes resultam em
proteinas truncadas que ocasionam a diminuicdo ou a perda da funcdo da proteina (LOOS &
BOUCHARD, 2003), resultando na desregulacéo da via energética em humanos que associada a
uma hiperfagia descontrolada, acarreta um grande aumento de peso (RAMACHANDRAPPA &
FAROOQI, 2011). Os individuos afetados por estas formas raras correspondem apenas a uma
minima fracdo dos obesos da populacdo, ndo podendo explicar a magnitude do problema da
obesidade que a populagio em geral vem enfrentando (CLEMENT & FERRE, 2003; WALLEY
et al., 2009). A forma comum da obesidade, ao contrario da monogénica, € multifatorial e
abrange uma natureza poligénica, sem um padrdo de heranca mendeliana simples (WALLEY et
al., 2009). Diversos estudos de "Genome Wide Association” (GWA) utilizando metodologia
caso-controle tém descrito possiveis loci candidatos a obesidade e ao consequente
desenvolvimento de patologias associadas (WALLEY et al., 2009; XIA & GRANT, 2013).

Atualmente existem mais de 120 genes candidatos, sendo estes envolvidos na massa do
corpo, na gordura corporal ou na distribuicdo da gordura, enquanto outros contribuem
potencialmente para regulacdo do gasto energético; controle de apetite e da sinalizacao autocrina

e paracrina dos adipocitos; particdo dos nutrientes no corpo; metabolismo dos lipideos, glicose e
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do tecido adiposo (LOOS & BOUCHARD, 2003; DAS, 2010; MUSSIG et al., 2009; BELL et
al., 2005; KOLPMAN, 2000). Adicionalmente, existem evidéncias que variacbes genéticas
comuns ou polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP) em genes candidatos tenham um papel
importante na epidemia da obesidade. Estes SNPs apresentam modestos efeitos na
susceptibilidade individual para formas comuns desta patologia, mas devido as altas frequéncias,
eles podem ter uma grande contribuicdo para a obesidade a nivel populacional (NGUYEN et al,
2010). Desta forma, os ltimos objetivos das pesquisas tém sido identificar genes envolvidos nas
multiplas faces da obesidade e subsequentemente as mutagdes que tem implicacdes funcionais
(LOOS & BOUCHARD, 2003).

1.7 Genes candidatos

1.7.1 — Gene ADIPOQ

O gene ADIPOQ esta localizado no cromossomo 3927, possui uma extensdo de 16kb e
contém 3 éxons, que codificam a proteina plasmatica com 244 aminoacidos (30 kDa),
denominada adiponectina (HENNEMAN et al., 2010; VENDRAMINI et al., 2010). Esta
proteina apresenta a sua estrutura formada por uma sequéncia sinal na regido NHs-terminal
seguida por um dominio hipervariavel (sem homologia com outras espécies), um dominio de
coldgeno e um dominio globular na regido COOH-terminal (Figura 10) (CHANDRAN et al.,
2003).

Regido
variavel
Peptideo Dominio de Dominio
sinal colageno globular
L1 | | ]
18 41 107 244

Figura 10: Estrutura da adiponectina humana. Os nimeros representam a posicao de inicio de cada aminoacidos nas
estruturas que compde a adiponectina.

Fonte: Adaptado de SHENG & YANG, 2008. Pp. 322

Esta proteina secretada exclusivamente pelo tecido adiposo estd presente em altas
concentragdes no plasma com diversas isoformas e se liga aos receptores da adiponectina

(AdipoR) 1 e 2 (Figura 11). O AdipoR1 é expresso no musculo esquelético e em outros tecidos,
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enquanto que o AdipoR2 é expresso abundantemente no figado (HENNEMAN et al., 2010;
KADOWAKI et al, 2006). O AdipoR1 desempenha seu papel principalmente pela ativagcdo da
proteina quinase ativada por AMP (AMPK), enquanto que o AdipoR2 sinaliza principalmente
para 0s receptores ativados por proliferadores de peroxissoma alfa (PPARa) (MARRA &
BERTOLANI , 2008), no entanto o inverso também pode ocorrer (CHANDRAN et al., 2003).
Desta forma, a adiponectina age em numerosos tecidos, regulando o metabolismo da glicose e
lipideos, por aumentar a absorcdo da glicose e a oxidacdo da gordura no muasculo esquelético e
no figado, além de diminuir a producdo de glicose hepética. Esta adipocina em niveis normais
exerce um efeito de sensibilidade a insulina no tecido adiposo, no figado e no musculo
esquelético, por reduzir a producdo de glicose e diminuir os niveis de triglicerideos nestes
tecidos (KHANDEKAR et al, 2011; RABE et al.,, 2008). Além disso, segundo Qi e
colaboradores (2004) esta proteina também atua no cérebro estimulando o gasto energético.
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Figura 11: Estrutura dos receptores AdipoR1 e AdipoR2. Estes apresentam uma estrutura altamente relacionada e
uma similaridade de 67,5% da sequéncia de aminoacidos. Ambas sdo proteinas integrais de membrana com sete
dominios transmembréanicos.

Fonte: KADOWAKI et al., 2006. Pp 1787

A adiponectina é a proteina secretada mais abundante do tecido adiposo
(KHANDERKAR et al., 2011; KONDO et al., 2002), tendo um papel benéfico no metabolismo
do corpo e um efeito de protecdo contra muitas doencas cronicas (DENG & SCHERER, 2010).
Ela apresenta propriedades anti-inflamatorias e antiaterogénicas que estdo associadas a obesidade
(LEU et al., 2011). Estas caracteristicas anti-inflamatérias sdo devido ao aumento da sintese
molecular de citocinas, como a IL-10, diminuigcdo da produgdo de TNF-a e IL-6 e inibi¢do da
ativacdo do NF-«xB (KUKLA et al., 2011). Com relacdo as atividades antiaterogénicas, a

diminuicdo de TNF-o, inibe a expressio de moléculas de adesdo das células endoteliais
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vasculares diminuindo a migracdo e proliferacdo de células imunes e a formacdo de placas
ateroscleréticas (SANCHEZ et al., 2010; VAZQUEZ-VELA et al., 2008). Assim sendo, a
adiponectina traz efeitos favoraveis em tecidos alvos, entretanto a sua secrecdo e a presencga de
seus receptores estdo em niveis reduzidos em animais e humanos obesos, produzindo efeitos
deletérios, como a acumulagdo ectopica de lipideos (Figura 12). Em humanos, 0s niveis
plasméaticos de adiponectina também sdo inversamente proporcionais nos individuos que
apresentam resisténcia a insulina, DT2 e SM (DEFOORT et al.,, 2010; HENNEMAN et al.,
2010; HUNG et al., 2008; VAZQUEZ-VELA et al., 2008). Também observou-se que a
diminui¢do do peso em individuos obesos foi acompanhada do aumento da concentracdo desta
adipocina no plasma (KUBOTA et al.,, 2007). Em adicdo a essas observacOes clinicas,
camundongos “knockout” para o gene AdipoQ apresentaram hipertensdo, hipertrigliceridemia e
hiperglicemia, que sdo algumas das caracteristicas da SM (KUBOTA et al., 2002). Todas essas
evidéncias sugerem que pode existir alguma correlagéo entre o nivel plasmatico da adiponectina

e o desenvolvimento destas desordens metabolicas (LEU et al., 2011).
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Figura 12: Mudancas no tecido adiposo, figado e musculo esquelético e associacdo a resisténcia a insulina. O tecido
adiposo de individuos normais apresentam poucos macréfagos e secretam uma quantidade relativamente alta de
adiponectina e poucas citocinas inflamatdrias. A B oxidagdo de lipideos ¢ alta, e ha pouca gordura ectopica no figado
e no musculo. Nos obesos e resistentes a insulina, o tecido adiposo contém muitos macréfagos e o tecido secreta
uma grande quantidade de adipocinas e pouca adiponectina. Quando o tecido adiposo chega ao limite de estoque de
triglicerideos, junto com o processo pré-inflamatorio, acarreta no acimulo de lipideos em locais ndo adiposos. AG —
&cidos graxos.

Fonte: Adaptado de RASOULI & KERN, 2008 pp. 569

Estudos tém demonstrado que os niveis individuais desse hormoénio podem variar de
acordo com a presenca de determinados polimorfismos no gene ADIPOQ, sugerindo que esses
niveis circulantes desta proteina podem ser hereditarios e consequentemente o desenvolvimento
de certas patologias (HENNEMAN et al., 2010). Este fato € corroborado por Kondo e
colaboradores (2002) que demonstraram que os polimorfismos genéticos no gene da
adiponectina que resultam numa baixa producdo e/ou secrecdo desse hormdnio, possuem uma
associacdo a SM. Além disso, estudos mais recentes também encontraram uma associacdo a
resisténcia a insulina, obesidade e DT2 (BREITFELD et al., 2012). Esta possivel associa¢do dos
niveis de adiponectina e o desenvolvimento de desordens metabdlicas podem ser vistas na figura
13.
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Figura 13: Hipotese da adiponectina na resisténcia a insulina, SM e aterosclerose. A reducdo dos niveis de
adiponectina pode ser causada pela interacdo de polimorfismos no gene ADIPOQ que produzem uma baixa sintese
desta adipocina, juntamente com balanceamento energético positivo que causa a obesidade. Esta redugdo apresenta
um papel importante no desenvolvimento da resisténcia a insulina, DT2 e SM que indiretamente causam
aterosclerose. Além disso, a reducdo nos niveis de adiponectina apresenta um papel direto no risco de desenvolver
aterosclerose.

Fonte: Adaptado de Kadowaki et al., 2006

De acordo com o HapMap database, ja foram descritos mais de 100 SNP no gene
ADIPOQ, sendo 21 com variacdes raras (frequéncia do menor alelo <5%). Com base nos SNP
descritos, o presente estudo analisou o polimorfismo rs17366568 (c.-8-387G>A), que € a troca
do nucleotideo guanina por adenina e o polimorfismo rs182052 (c.-60+244G>A), que € a troca
de uma guanina por adenina, ambos localizados no intron 1 (Figura 14) (HIVERT et al., 2008).
Embora os introns sejam regides nao codificadoras de proteinas, o primeiro intron do gene
ADIPOQ contém um elemento “enhancer” da expressdo do gene, no qual a proteina de ligacdo
ao potencializador denominada CCAAT, que é o maior fator de transcricdo da adiponectina, se
liga para aumentar a atividade do promotor do gene (QIAO et al., 2005). As evidéncias que estas
variacGes genéticas podem modular os niveis de adiponectina parecem estar relacionadas a
alteracdes metabolicas, como por exemplo, a resisténcia a insulina. No entanto, as a¢fes dos
polimorfismos no risco de obesidade e doencas relacionadas tém resultados distintos em algumas
populacdes (BREITFELD et al., 2012).
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Figura 14: Mapa gendmico do gene ADIPOQ com a localizacdo de polimorfismos. Os boxes representam éxons,
sendo que parte preta corresponde a regido traduzida do gene.

Fonte: KYRIAKOU et al., 2008

1.7.2 Gene RARRES?2

O gene respondedor do receptor do &cido retindico 2 (RARRES2) estd localizado no
cromossomo 7¢36.1, e também é conhecido como gene indutor da tazarotene 2 (TIG2)
(MUSSIG et al., 2009). O gene possui 6 éxons, mas a codificacdo da proteina inicia no segundo
e termina no quinto. Este gene codifica uma pré-proquemerina (18kDa) que existe na forma
precursora com 163 aminoacidos e € secretada pela clivagem proteolitica do peptideo sinal na
extremidade N-terminal, resultando na proquemerina (16kDa) com 143 aminoacidos. Esta
proquemerina tem baixa atividade bioldgica e requer o processamento da regido C-terminal por
serino proteases para tornar-se a quemerina (Figura 15), que apresenta alta atividade bioldgica
(GORALSKI et al., 2007; BOZAOGLU et al., 2010; ERNST & SINAL, 2010). Esta proteina
foi recentemente descrita como uma adipocina, cujo papel original era de quimioatraentes de
células imunes (BOZAOGLU et al., 2007). Ela é altamente expressa no figado e no tecido

adiposo branco (visceral e subcutaneo), mas também pode ser encontrada no coracdo, ovario,
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pulmdes e rins (ROMAN et al., 2012). Nos dias atuais se sabe que no tecido adiposo branco, a
quemerina é expressa predominantemente pelos adipdcitos, mas também pode ser sintetizada por
outras células do estroma vascular (BOZAOGLU et al.,, 2007). Quando a quemerina esta
ativada, se liga ao receptor acoplado a proteina G CMKLR1 (ou ChemR23) expresso nas células
dendriticas, macrdfagos ativados, neutrofilos, células de natural Killer e no tecido adiposo
(principalmente durante a diferenciacdo dos adipdcitos), podendo também ser encontrado em
baixos niveis nos 0ssos, pulmdes, cérebro, coracdo e placenta (BOZAOGLU et al., 2007;
ROMAN et al., 2012). Este fato sugere que o tecido adiposo branco é fonte primaria de producéo
da quemerina e também & alvo autdcrino/parécrino desta adipocina através da ligacdo ao receptor
CMKLR1 (GORALSKI et al., 2007).

Peptideo Pré-proquemerina

sinal

NHS*_‘&COOH
A/i 163

Secrecdo

Y

Proquemerina
(inativada)

NHa—COOH
A
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NHs—COOH
A

20 156

Figura 15: Clivagem proteolitica da quemerina

Fonte: ERNST & SINAL, 2010 pp.661

A quemerina tem funcdes na resposta imune (inata e adquirida) por ser responsavel pela
quimiotaxia de pré-linfocitos B, macréfagos, células dendriticas e células de natural Killer, ambas
imaturas. Interessantemente, as células dendriticas e as células de natural killer ao se tornarem
maduras perdem a expressdo do receptor CMKLRL1, sugerindo que a quemerina tem um papel
importante no recrutamento dos leucocitos na fase inicial da inflamacdo (ROMAN et al., 2012).
Além disso, foi demonstrada que esta proteina promove o acoplamento do macrofago com as

proteinas da matriz extracelular e com as moléculas de adesdo, facilitando a aderéncia do
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macrofago ao endotélio vascular e consequentemente a entrada nos tecidos (ZABEL et al.,
2006). No entanto, a quemerina também aumenta a secrecdo da adiponectina e inibe a sintese de
mediadores pro-inflamatérios, como o TNF-a ¢ IL-6, 0 que acaba exercendo um efeito de
protecdo aos danos causados pela inflamagéo nos tecidos afetados. Estas observagdes sugerem
que esta adipocitocina inicia e fortalece a fase aguda da resposta inflamatoria, mas por outro lado
pode facilitar a extingdo ou a reducdo da inflamacéo cronica (KUKLA et al., 2011). Com base
neste quadro, sugere-se que a quemerina tem papel proinflamatério e anti-inflamatério no
organismo (ERNST & SINAL, 2010)

Em adicdo, a quemerina também age no metabolismo da glicose e lipidios no figado, no
musculo esquelético e no tecido adiposo; regulando a absorcdo de glicose e estimulando a
lipdlise nos adipdcitos. Esta proteina também atua na proliferacdo e diferenciacdo dos adipdcitos;
e na angiogénese (MUSSIG et al., 2009; ROMAN et al., 2012). Ja foi visto que a quemerina e 0
receptor CMKLR1 sdo essenciais para a diferenciacdo dos adipocitos ou contribuem para
eventos criticos da adipogénese. Esse aumento no nimero de células adiposas é um processo
importante para o crescimento de massa do tecido adiposo, indicando que estas proteinas podem
ser biologicamente importantes para formagao deste tecido adiposo durante um desenvolvimento

normal ou em estados fisioldgicos como a obesidade (Figura 16).
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Figura 16: O papel da quemerina e CMKLR1 na biologia do tecido adiposo. A quemerina e seu receptor sdo
altamente expressos no tecido adiposo (etapa 1). A proguemerina é secretada e rapidamente clivada por serino
proteases extracelulares (etapa 2). Esta adipocina e o seu receptor sdo necessarios para a diferenciacdo dos
adipacitos (etapa 3) e modulam a expressao de genes relacionados ao metabolismo de glicose e lipideos no tecido
adiposo (etapa 4). Além disso, a quemerina secretada pode atuar no recrutamento de células que expressam
CMKLR1 (ex. macrofagos) para o tecido (etapa 5). Para finalizar, alteracdes nesta adipocina e/ou no seu receptor
podem causar consequéncias na homeostasia do metabolismo de glicose e lipideo a nivel sistémico.

Fonte: Adaptado de GORALSKI et al., 2007 pp. 28186

Numerosas evidéncias mostram que 0s niveis de quemerina estdo elevados nos obesos, na
DT2 e se associam com varios componentes da SM, incluindo o elevado IMC, glicemia,
triglicerideos, presséo arterial e resisténcia a insulina (BOZAOGLU et al., 2007; ROUX et al.,
2011; STEJSKAL et al.,, 2008), sugerindo que esta adipocina possa estar envolvida na
fisiopatologia destas doencas (BOZAOGLU et al., 2009). No entanto, alguns resultados ainda
sdo inconclusivos, precisando um estudo mais aprofundado em cada populacdo (STEJSKAL et
al., 2008). Em adicdo a essas observacoes, a relacédo entre a adiposidade e os niveis plasmaticos
desta adipocina também é mostrada em pacientes que perderam peso através de restricGes
caloricas ou cirurgia bariatrica, estes apresentavam uma significante reducdo na quantidade
plasmatica, quando comparados com individuos obesos que ndo sofreram nenhuma intervencéo
(CHAKAROUN et al., 2012; SELL et al., 2009).

Um recente estudo de GWA mostrou que os niveis plasmaticos de quemerina sdo
altamente hereditarios e observaram que polimorfismos de base uUnica localizados no gene
EIDL3 se associam com 0s niveis desta proteina. Até o presente momento, estudos genéticos do
gene RARRES2 e seu receptor CMKLR1 sdo muito limitados (BOZAOGLU et al., 2010). No
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momento ha poucos relatos na literatura cientifica, dentre eles temos que polimorfismos
genéticos no intron 3 (rs17173608 T/G) e na regido 3' ndo traduzida - 3'UTR - (rs4721 A/C) do
gene RARRES2, que estdo associados ao desenvolvimento da gordura visceral em individuos néo
obesos. Este fato sugere a influéncia da quemerina na distribuicdo regional de gordura e em
particular, na adiposidade visceral, que esta bastante associada as complicagdes metabdlicas que
ocorrem na obesidade (MUSSIG et al., 2009). Embora estes polimorfismos sejam localizados na
regido ndo codificadora de proteinas, tem sido demonstrado que este tipo de SNP podem afetar a
degradacdo do RNAmM, suprimir a traducdo e também afetar o sitio de ligacdo do fator de
transcricdo (QIAO et al., 2005).

1.7.3 Gene PGC1A

O gene PCG1A foi mapeado no cromossomo 4pl5.1, possui uma extensdo de
aproximadamente 67 kb com 13 éxons (Figura 17), que codificam uma proteina nuclear com 797
aminoacidos (91 kDa) (ESTERBAUER et al., 1999). Esta proteina é conhecida como coativador
do receptor ativado por proliferadores de peroxissoma y ¢ a (PCG1l-a), 0 qual € um potente

coativador transcricional.
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Figura 17: Organizacdo do gene PGC1A. Os éxons séo representados por caixas pretas e a hachurada retrata a
regido 3’UTR. O ATG ¢ o sitio de iniciagdo e 0 TAA de terminagao.

Fonte: Adaptado de Esterbauer et al., 1999 pp. 100

O PCG1-a faz parte de uma classe reguladora de transcricdo, que embora ndo se ligue
diretamente a sequéncia de DNA, controla uma variedade de programas de regulacdo génica
(PUIGSERVER & SPLIGELMAN, 2003). Ele esta envolvido numa gama de vias metabdlicas e
0s sucessos das atuacdes sdo devido a estrutura de sua proteina (Figura 18). A regido N-terminal
contém um dominio ativador de transcricdo que inclui a regido rica em leucina (LXXLL),

responsavel pela interacdo com diversos receptores (outras partes da proteina também podem
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exercer esse papel). A regido C-terminal contém o motivo de ligacdo ao RNA (RMM) e o
dominio rico em serino-argenina (RS), que aparentemente interagem com a RNA polimerase |1
durante a transcri¢do, sugerindo uma atuacdo no processamento do RNA (PUIGSERVER &
SPLIGELMAN, 2003; LIN & SPLIGELMAN, 2005). Além destes, ha também o dominio de
repressdo que tem a fungdo de inibir a atividade da proteina (KNUTTI & KRALLI, 2001).

RS RMM
565 631 797

. P e S

Dominio de ativacio ~ Dominio de repressio Dominio de processamento de RNA

Figura 18: Estrutura do PCG1-a e dominios usados para interagir com proteinas.

Fonte: Adaptado de Puigserver & Spligelman, 2003 pp. 85

Surpreendentemente, 0 PGC1- o parece desempenhar um papel versatil e ter a habilidade
de interagir com diferentes fatores de transcri¢cdo (LIN & SPLIGELMAN, 2005). Este coativador
estd envolvido em diversas vias do metabolismo energético, como a termogénese,
gliconeogénese, absorcdo e metabolismo de glicose e lipideo e até mesmo na adipogénese
(PUIGSERVER & SPLIGELMAN, 2003; KUNEJ et al., 2004; MEDINA-GOMEZ et al., 2007).

O gasto energéetico do corpo é resultado do metabolismo basal, atividade fisica e
termogénese. Esta refere-se a mudancas na dissipacdo de energia em resposta a temperaturas
ambientais (exposicdo ao frio), status nutricional (ingestdo de uma dieta hipercal6rica) ou
infeccdo. Em cada uma dessas mudancas, mecanismos fisiologicos sdo ativados para aumentar a
producdo do calor em diferentes tecidos, especialmente o adiposo marrom e o musculo
esquelético. O tecido adiposo marrom contém varias goticulas de gordura e uma grande
quantidade de mitocondrias, que expressam a proteina desacopladora 1 (UCP-1). Ja foi visto que
0 PGC1- a induz a proliferagio das mitocondrias e aumenta o processo de respiragao por
ativacdo da UCP-1, que desempenha um papel importante no gasto energético do corpo (WU et
al., 1999; PUIGSERVER & SPLIGELMAN, 2003). O aumento do gasto requer o acréscimo de
absorcdo e metabolismo de combustiveis, como a captacdo de glicose e lipideos; e aumento da
oxidacdo de acidos graxos (DEVARAKONDA et al., 2011). Além de suas a¢des na queima
energética, esta proteina tem sido identificada como cofatora do receptor nuclear PPARYy
(KNUTTI & KRALLI, 2001). Este receptor é requerido na adipogénese, atuando nha

diferenciacdo de pré-adipécitos, no aumento do numero das células adiposas e também no
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estimulo do armazenamento de &cidos graxos nos adipocitos maduros (MEDINA-GOMEZ et al.,
2007).

A familia do PGC1 aparentemente responde a estimulos ambientais e ao status
nutricional do corpo. Através de suas atividades de modulacdo da glicose, lipideo e metabolismo
energético, 0s organismos conseguem se adaptar as demandas metabdlicas. Quaisquer
anormalidades que ocorram com estes coativadores podem ocasionar na desregulacdo do
metabolismo resultando em doencas (KNUTTI & KRALLI, 2001; LIN & SPLIGELMAN,
2005). Dentre as patogéneses, podemos destacar a obesidade, DT2, doengas neurodegenerativas
e cardiomiopatias (DEVARAKONDA et al., 2011).

O gene PGC1A apresenta diversas variacdes na sequéncia e o polimorfismo mais
estudado na literatura € o rs8192678, que corresponde a troca de uma guanina por adenina na
posicdo +1564 do éxon 8, ocasionando a mudanca do amino&cido glicina para serina na posicao
482 da proteina. Esta modificagdo do aminoécido no PGC1-a aparentemente afeta a eficiéncia da
coativagdo do promotor do fator de transcricdo mitocondrial A (Tfam) (CHOI et al., 2006). Este
ultimo gene quando expresso produz uma proteina que se desloca para a mitocondria e inicia a
transcricdo do RNA e a replicagdo do genoma mitocondrial, sendo importante para a biogénese
desta organela (WU et al., 1999; LEE et al., 2014). Segundo Choi e colaboradores (2006), os
homozigotos Gly/Gly tem aproximadamente 20% a menos DNA mitocondrial (mtDNA) que 0s
individuos Ser/Ser, enquanto os heterozigotos Gly/Ser tem uma quantidade intermediéria.
Portanto, o alelo selvagem (G) pode ser ligeiramente menos eficiente na replicacdo do mtDNA.
Na literatura o alelo mutado (A) também tem sido associado a diminuicdo da expressdo do
PGC1l-a. Neste caso, a troca do aminoacido glicina por serina reduz 60% a quantidade de RNA
mensageiro (MYLES et al., 2011; WENG et al., 2010). A funcdo do dominio codificado pelo
éxon 8 ainda ndo é totalmente compreendida, embora esse dominio seja altamente conservado
entre as espécies (90% de identidade entre as sequéncias dos aminoacidos). Interessantemente, a
variacdo glicina na posicdo 482 foi encontrada apenas nos humanos, em todos 0s outros casos

analisados de mamiferos se tinha serina nesta posicao (Figura 19).
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HUMAM 462 LNEHFGHPSQAVFDDEADKT
FIG 460 LNKHFGHFSQAVFDDEADKTSELRDSDFSHNEQFSKLFMFIN
SQUIRREL 175 LNEHFGHPSQAVFDDEADE

BOVIMN 46l LNEHFGHPSQAVFDDEADKISELRDSDFSHNEQFSKLPMFIN
RAT 460 LNKHFGHFSQAVFDDkvDKISELRDGHFSHEQFSKLFVFIN
MOUSE 461 LNEKHFGHPcOAVFDDkSDETSELRDGDFSNEQFSKELPVFIN

Figura 19: Comparacdo da sequéncia de aminoacidos entre diferentes proteinas do PGC1-a. Estas sequéncias foram
obtidas a partir da ferramenta de bioinformatica (Blast) do banco de dados NCBI. Os aminoacidos glicina (G) e
serina (S) sdo indicados com a caixa e seta.

Fonte: Choi et al, 2006 pp.711

Dentre os polimorfismos do PGC1-a, ha também estudos na literatura com o rs3736265.
Este SNP corresponde a troca do nucleotideo guanina por adenina na posi¢do +1835 do éxon 9,
ocasionando a mudanga do aminoacido treonina por metionina na posi¢do 612 da proteina. O
residuo treonina é 100% conservado nas espécies, indicando que mudancgas neste aminoacido

podem afetar a funcéo da proteina, como pode ser visto na figura 20 (NITZ et al., 2007).

Ss_NP_999128.1| -+ - SCYYSESGHCRHRTHRNSPLCARSRSRS
Bt_Q865B7| ... SCYYYESGHCRHRTHRNSPLCA-SRSRS
Hs_NP_037393.1| ... SCYYYESSHYRHRTHRNSPLYVRSRSRS
Mm_NP_032930.1| -+ SCYYYESSHYRHRTHRNSPLYVRSRSRS
Rn_NP_112637.1| - .. SCYYYESSHYRHRTHRNSPLYVRSRSRS

Figura 20: Alinhamento da sequéncia de aminodcidos entre diferentes proteinas do PGC1-a. A comparagdo destas
sequéncias foi realizada através da ferramenta de bioinformética ClustalW. A variagdo do aminoécido da posi¢do
612 da proteina é mostrada em negrito e sublinhada. Bt, Bos taurus; Hs, Homo sapiens; Mn, Mus musculus; Rn,
Rattus norwegicus; Ss, Sus scrofa.

Fonte: Adaptado Nitz et al, 2007 pp., 483

Os estudos epidemioldgicos destes SNP tém mostrado inconsisténcias no
desenvolvimento de complicacGes metabdlicas (NITZ et al., 2007). Os estudos populacionais do
polimorfismo rs8192678 indicam que os carreadores do alelo mutado (A), que codifica a serina,
estd associado a hipertensdo nos homens brancos europeus com descendéncia alema e austriaca
(OBERKOFLER et al., 2003), a DT2 em chineses (WENG et al., 2010) e obesidade em

mulheres e resisténcia a insulina na Eslovénia (KUNEJ et al., 2004). No entanto, em outras
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populagdes este polimorfismo ndo foi associado a estas patogéneses (MULLER et al., 2003).
Com relagdo ao polimorfismo rs3736265 h& poucos estudos na literatura, mas foi observada
associacdo a DT2 em dinamarqueses brancos (EK et al., 2001); no entanto ndo foi
correlacionado com tracos da SM (FRANKS et al., 2010). Até o presente momento, estes
polimorfismos ndo foram investigados em populagdes brasileiras, mostrando a importancia do

nosso estudo.

1.7.4 Gene FNDC5

O balanco energético é definido por dois componentes: a ingestdo de alimentos e o gasto
energético. A reducdo do gasto calérico em virtude de uma vida sedentéria associado a falta de
exercicios tem sido considerada como fator que pode causar a obesidade e desordens metabdlicas
associadas ao excesso de peso. Portanto, € reconhecido que o exercicio fisico tem efeitos
benéficos ao metabolismo, embora pouco se conhega sobre os aspectos moleculares. Neste
contexto, o tecido muscular tem sido reconhecido recentemente como um orgdo enddcrino que
secreta varias citocinas, conhecidas como miocinas, as quais regulam uma série de vias
fisiologicas e metabolicas. Estas miocinas agem como horménios interagindo com diversos
Orgaos, tais como o pancreas, o figado e o tecido adiposo, alterando o metabolismo do corpo.
(HUH et al., 2012)

Um estudo recente realizado por Bostrom e colaboradores (2012), demonstrou a
importancia da proteina FNDC5 e do PGCl-a na atividade fisica (Figura 21). Durante os
exercicios, as células do musculo esquelético fazem a transcricdo e a traducdo do PGCl-a que
coativa a expressao da proteina de membrana, conhecida como FNDCS5 (fibronectina do tipo 11
contendo cinco dominios). Esta proteina é clivada proteoliticamente e secretada na corrente
sanguinea como horménio irisina, que atua no tecido adiposo subcutaneo, estimulando a
expressdo de diversos genes, principalmente o UCPL1, que transformam as células adiposas
brancas em marrom (chamadas beges ou novas marrons), ou seja, faz com que o depoésito de
energia (gordura) seja usado para a termogénese do corpo, levando a producdo de calor nas
mitocndrias e ao gasto energético. Esse processo ocorre pela atividade de desacoplamento de
UCP1, caracterizada pela sua capacidade de transportar prétons através da membrana
mitocondrial interna, evitando a sintese de ATP, mas dissipando a energia na forma de calor
(NOVELLE et al., 2013). Neste contexto, tem sido demonstrado que a formacdo de adipécitos
beges exerce um importante papel de antiobesidade e antidiabetes em camundongos e humanos,
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sugerindo que o aumento da irisina no sangue melhora a obesidade e a resisténcia a insulina
(BOSTROM et al., 2012).

Musculo
esquelético

Figura 21: Os exercicios induzem a produgao do regulador transcricional PGC1- a no midcito esquelético, que por
sua vez impulsiona a producdo da proteina de membrana FNDCS5, que sera clivada e secretada como irisina. Este
hormdnio ativa programas termogénicos no tecido adiposo branco, resultando na produgéo de calor e gasto de
energia.

Fonte: Adaptado de KELLY 2012, pp.43

A proteina FNDC5 € uma proteina de membrana, que apresenta um peptideo sinal na
regido N-terminal, seguido por dois dominios de fibronectina e um dominio hidrofébico inserido
na membrana da célula. Esta proteina é clivada e secretada, embora os aspectos da protedlise
ainda ndo tenham sido esclarecidos. A parte secretada, chamada irisina, tem um peso molecular
de 12 kDa e representa a sequéncia de aminoacido de 30-142 da FNDC5 (Figura 22). Esta
sequéncia apresenta uma homologia de 100% com outras espécies de mamiferos, sugerindo uma

alta conservacao de sua fungéo.

33



Intracellular
Extracellular

FNDC5

Signa - i i
N Fibronectin I1I domain

Proteolytic cleaved

IRISIN

N-. Fibronectin TIT domain 'C

12kDa

Figura 22: Estrutura da FNDCS5 e da irisina.

Fonte: Novelle et al., 2013 pp. 3

O horménio irisina é em homenagem a Iris, a deusa da mitologia grega conhecida como a
mensageira dos Deuses. Desde sua descoberta, muitos cientistas de diferentes areas vém
estudando este horménio e tem sido sugerido que este possa se tornar um agente terapéutico
contra as doencas metabdlicas (HUH et al., 2012). De fato, a administracdo de irisina reduz o
ganho de peso e o desenvolvimento de resisténcia a insulina em camundongos alimentados com
uma dieta hipercalérica (BOSTROM et al., 2012). Mesmo com resultados interessantes sobre a
atuacdo no metabolismo, ainda pouco se sabe a forma na qual a irisina e seu precursor estdo
envolvidos nas complicacfes metabdlicas humanas. Além disso, estudos tém mostrado que a
FNDCS5 é altamente expressa no tecido muscular, no coracéo e no sistema nervoso, induzindo
aparentemente uma adequada diferenciacdo neural e proliferacdo destas celulas, mas sdo
necessarios maiores pesquisas sobre o assunto (HUH et al., 2012; SPIELGMAN et al., 2013).

O gene FNDCS5 esta localizado no cromossomo 1p34.4, contém 6 éxons que codificam a
proteina com 212 aminoacidos (Figura 23). Segundo o HapMap, ja foram descritos mais de 156
variacGes de sequéncia, sendo 116 nos introns e 40 nas regiGes codificantes. Até o presente
momento, ha poucos trabalhos na literatura cientifica com os polimorfismos do gene FNDC5 e
principalmente com relacdo a obesidade e outras complicacdes metabdlicas em humanos. Dentre
0s encontrados temos o realizado por Staiger e colaboradores (2013), que fizeram um
“screening” de todo o gene FNDC5 em alemades e observaram que os polimorfismos rs16835198

e rs726344 se associaram com a sensibilidade a insulina nesta popula¢do. Temos também o
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estudo realizado por Tanisawa e colaboradores (2014), que identificaram os polimorfismos
rs3480 e rs16835198, e observaram que influenciam no metabolismo de glicose em homens

japoneses que praticam atividade fisica.

Figura 23: Organizagdo do gene FNDC5. Os éxons sdo representados por caixas vermelhas totalmente preenchidas
e as caixas abertas retratam as regides 5’UTR e 3’UTR.
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2 Objetivos

2.1 Objetivos Gerais

O projeto tem como objetivo o estudo de polimorfismos dos genes ADIPOQ, RARRES?2,

PGC1A e FNDCS5 na popula¢do do Rio de Janeiro, com a finalidade de estabelecer uma possivel

associacdo ao desenvolvimento da obesidade. Ademais, visa também analisar a influéncia destes

polimorfismos na susceptibilidade destes individuos desenvolverem desordens metabélicas,

como a sindrome metabdlica, diabetes mellitus tipo 2 e hipertenséo.

2.2 Objetivos Especificos

v

Investigar diferencas nos parametros antropométricos, pressoricos e bioguimicos e na
susceptibilidade a sindrome metabolica, hipertensdo e diabetes mellitus tipo 2; entre os

eutroficos e obesos e nos diferentes graus de obesidade.

Realizar a genotipagem de polimorfismos nos genes ADIPOQ, RARRES2, PGCl-a e 0

rastreamento de variacdes no gene FNDC5 na amostras de eutroficos e obesos.

Descrever a distribuicdo das frequéncias alélicas, genotipicas e haplotipicas dos
polimorfismos dos genes ADIPOQ, RARRES2, PGC1-a e FNDC5 nos grupos.

Analisar a associacdo dos polimorfismos a susceptibilidade a obesidade e a presenca de

diabetes mellitus tipo 2, hipertensdo e sindrome metabdlica nos obesos.

Investigar a relacdo entre os polimorfismos e a variabilidade dos parametros

antropometricos, bioquimicos e pressoricos nos grupos.
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3 Materiais e Métodos
3.1 Caracterizagdo da amostra

3.1.1 Selegéo da amostra

O critério de selecdo da amostra foi baseado no indice de Massa Corpédrea (IMC), sendo
0 estudo constituido de 136 obesos (IMC >30). Estes individuos fazem acompanhamento na
ONG conhecida como Grupo de Resgate a Autoestima e Cidadania do Obeso. Além disso, foram
coletadas amostras de um grupo controle contendo 108 voluntérios eutréficos (IMC: 18,5 —
24,99). Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica da Fiocruz
(CAAE: 09225113.0.0000 / n° do parecer: 346.634). Todos os pacientes foram informados dos
objetivos e dos possiveis riscos do estudo. Posteriormente, todos 0s que preencheram os critérios
e concordaram em participar do projeto assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) de acordo com as normas de Pesquisa em Seres Humanos (resolucado 196/96
do Ministério da Saude).

3.1.2 Coleta de sangue

As analises bioguimicas e genéticas foram realizadas a partir de 10 ml de sangue
periférico, coletados em um tubo EDTA (4ml), um tubo de soro (4ml) e de fluoreto de sddio
(2ml). O material dos tubos estéreis contendo EDTA foi transferido para tubos de
criopreservacdo e estocado a -20 °C para que posteriormente o DNA fosse extraido. Enquanto
que de soro e de fluoreto foram centrifugados a 5000 rpm por 10 minutos, sendo 0 soro e o

plasma enviados para o Laboratorio de Lipides/7UERJ para as analises bioquimicas.

3.2 Desenho experimental

O estudo é dividido em duas etapas e o resumo do desenho experimental pode ser

observado na figura 24.
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3.2.1 Medidas antropométricas

3.2.1.1 Indice de Massa Corpéreo (IMC)

O calculo do IMC foi calculado através da divisdo do peso (em kg) pela estatura elevada

ao quadrado (em m?).

3.2.1.2 Mensuracao da circunferéncia da cintura e quadril

Estas avaliacbes antropométricas foram realizadas de acordo com o protocolo
estabelecido pelo ‘“National Institutes of Health” fornecido pelo Guia Pratico para
obesidade (NHLBI, 2000).

As circunferéncias foram mensuradas com o auxilio da fita métrica graduada em
centimetros, com o paciente ereto, com os bracos ao longo do corpo, pés posicionados proximos
e com o abdome relaxado. A circunferéncia da cintura (CC) foi mensurada a partir do ponto

médio entre a crista iliaca e o Gltimo arco costal. A circunferéncia do quadril (CQ) foi medida
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em torno da por¢do mais larga das nadegas. E a relagdo cintura/quadril (RCQ) foi obtida a partir
da razéo entre a CC e a CQ para avaliar o padréo de distribuicéo do tecido adiposo.

3.2.1.3 indice de massa corpéreo inverso (ilMC)

O IIMC foi obtido com pacientes em jejum, sem sapatos e vestindo roupas leves. Este foi
calculado através da divisdo circunferéncia da cintura (em cm) pelo peso (em Kkg).

3.2.2 Andlises bioquimicas

As amostras de sangue foram coletadas em tubos gel para a analise de colesterol total,
HDL colesterol, triglicerideo e proteina C reativa; em tubos de fluoreto de sédio para glicose; e
em tudo de EDTA para a hemoglobina glicada. Este material foi encaminhado para o
Laboratorio de Lipides/UERJ, para que fossem realizados os estudos bioquimicos.

3.2.2.1 Glicose

A glicose foi analisada através do plasma, pelo método glicose oxidase/peroxidase. Este
método tem como principio a formacdo de um complexo colorido na presenca de glicose que €
quantificado por espectrofotometria no aparelho Analisador Automatico A25 da marca

BioSystems, utilizando o kit BioSystems.

3.2.2.2 Triglicerideo

O triglicerideo do soro foi analisado através do método triglicerideo oxidase/Peroxidase,
que tem como principio a formacdo de complexo colorido que € quantificado por

espectrofotometria pelo Analisador Automatico A25 marca BioSystems.
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3.2.2.3 Colesterol total

A quantificacdo do colesterol livre e estratificado presente no soro foi realizado através
do método Colesterol Oxidase/Peroxidase utilizando o Analisador Automatico A25 marca

BioSystems.

3.2.2.4 HDL Colesterol

A lipoproteina de alta densidade (HDLc) foi quantificada pelo método detergente direto,
em que as proteinas de baixa densidade (LDLc), as de muito baixa densidade (VLDLc), e 0s
quilomicrons s@o hidrolisados pelo colesterol oxidase mediante uma reacéo enzimatica acelerada
que ndo forma cor. Entretanto, o detergente presente no reagente B solubiliza o colesterol HDL
da amostra de soro, permitindo que seja quantificado por espectrofotometria. O aparelho
utilizado foi o Analisador Automatico A25 marca BioSystems.

3.2.2.5 LDL Colesterol

A determinacéo desta lipoproteina foi realizada atraves do célculo de Friedewald segundo
equacéo abaixo:
Colesterol LDLc (mg/dL) = Colesterol Total — Colesterol HDLc — Triglicerideos
5

3.2.2.6 VLDL Colesterol

A determinacdo do colesterol VLDL também ¢ realizada através do calculo de

Friedewald segundo equacao abaixo:

Colesterol VLDLc (mg/dL) = Triglicerideos
5
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3.2.2.7 Proteina C reativa

A proteina C reativa foi quantificada através da técnica de turbidimetria/ latex de alta
sensibilidade. O principio do método é baseado na proteina sérica provocar uma aglutinacéo das
particulas de latex cobertas com anticorpo anti-proteina C-reativa humana. A aglutinacdo das
particulas de latex é proporcional a concentracdo de PCR e pode ser quantificada por
turbidimetria. O aparelho utilizado foi o Analisador Automatico A25 marca BioSystems.

3.2.2.8 Hemoglobina glicada

A determinacdo da hemoglobina glicada baseia-se no imunoensaio de inibicéo
turbidimétrica (TINIA) do sangue total hemolisado. O aparelho utilizado foi o Analisador
Automatico A25 marca BioSystems.

3.2.3 Prevaléncia de desordens metabdlicas

3.2.3.1 Sindrome metabdlica

Os critérios diagndsticos utilizados para a Sindrome Metabdlica estdo baseados naqueles
definidos pela National Cholesterol Education Program (NCEP/ATPIII). S&o necessarios 3 dos
5 critérios maiores — obesidade determinada pela circunferéncia abdominal, hipertenséo arterial,
baixos niveis de HDL, triglicerideos elevados e intolerancia a glicose (Tabela 4) (GRUNDY et
al., 2004) .
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Tabela 4: Critérios da NCEP/ATPIII

Homens: < 40mg/dL
HDL-colesterol*
Mulheres: < 50mg/dL
Triglicérides* > 150mg/dL
Obesidade Cintura > 102 cm para homens ou > 88 cm para mulheres.

Hipertensao* >130 x 85 mmHg

* O uso de medicamentos especificos é considerado como tendo esse parametro no critério da

sindrome metabdlica.

3.2.3.2 Hipertensao

Os critérios de diagnosticos utilizados para a hipertensdo foram baseados naqueles
definidos pela OMS (2003) e atualizados pela Sociedade Europeia de Hipertensdo e Cardiologia
(MANCIA et al., 2013). Os critérios de inclusdo foram pressao arterial 140 x 90 mmHg ou 0 uso

de pelo menos um medicamento hipertensivo.

3.2.3.3 Diabetes mellitus tipo 2

Os critérios usados para o diagnotico de DT2 foram de acordo com o sugerido pelo
Ministério da Saude (2006), sendo considerados diabéticos os individuos com glicemia em jejum
superior a 126mg/dL e hemoglobina glicada superior a 7%. Além disso, consideramos diabéticos

obesos que ja estivessem em tratamento, utilizando pelo menos um medicamento.

3.2.4 Analises genéticas

3.2.4.1 Extracdo de DNA

Todas as amostras de DNA foram extraidas a partir de células de sangue periférico

utilizando o kit QlAamp DNA Blood Kit (Qiagen) de acordo com o protocolo do fabricante. A
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integridade do DNA foi visualizada em gel de agarose 1%, corado com brometo de etideo. As
amostras foram estocadas em freezer -20°C no Laborat6rio de Genética Humana.

3.2.4.2 Desenho de oligonucleotideos

Todos os oligonucleotideos usados para a genotipagem dos éxon 3, 4 e 5 do gene FNDC5
foram desenhados no Laboratério de Genética Humana (IOC/Fiocruz — RJ). A sequéncia do gene
usada para desenhar os “primers” foi obtida no banco de dados do NCBI (The National Center
for Biotchnology Information). E os oligonucleotideos foram desenhados através da utilizacéo do

programa Primer3Plus (Tabela 5).

Tabela 5: Informagdes sobre os “primers” do gene FNDC5

3 Pares de
Genes Exon “Primers”
Bases
FndchE3 - F
3 344pb
Fndc5E3 - R
Fndc5E4 - F
Fndc5 4 295pb
Fndc5E4 - R
Fndc5E5 - F
5 286pb
Fndc5E5 - R

3.2.4.3- Estratéqgias de rastreamento

3.2.4.3.1 PCR em tempo real

A identificacdo dos polimorfismos selecionados dos genes ADIPOQ, RARRES2 e
PGCI1A, foi obtida através de genotipagem pelo método da PCR em tempo real (QRT-PCR),
utilizando ensaios com sondas de hidrolise — Tagman — desenhadas e validadas pela Life
Technology (Tabela 6).
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As reacOes foram feitas com Syl de Master Mix, 0,25ul de sonda TagMan especifica

para cada variante estudada, 20 — 30 ng de DNA e &gua ultrapura suficiente para atingir um

volume reacional de 10ul. Toda reagcdo inclui um controle negativo, que contém todos 0s

reagentes da reacdo de PCR, sem o acréscimo de DNA. Este controle é utilizado para garantir

que ndo houve nenhuma contaminacdo com qualquer DNA. Além disso, também foi incluido um

controle positivo, para uma maior confiabilidade nos resultados. As maquinas utilizadas para

estes experimentos foram a 7500 (Life Technology) e StepOne plus (Life Technology). As

sondas usadas nesses experimentos, assim como as diferencas nas condi¢es de amplificagédo séo

apresentadas na tabela 6.

Tabela 6: InformacGes sobre as sondas usadas nos experimentos

Sequéncia do desenho da sonda

Genes Polimorfismos Ciclagem
(VIC/IFAM)
60°C - 1 min
CAGAGGAGAGAAGCTGGTTAGCATTIA/GIAAT -
rs17366568 — 95°C- 10 min
OIPO GGAGCAATCTGTGTCATCGTAC 95°C -15 seg } . |
50 ciclos
Q 60°C -1,5min
60°C — 1,5min
182052 GATGCATGGAACCATTCTGAATTTT[A/G]CCC
rs
AGTTCGCTCTGTAGCAGGATAC
60°C - 1 min
TCATTGCTATAGTCCAGTGCCCTCCIG/T]ITGAG .
rs17173608 95°C- 10 min
CCGACAGAGGGAACTGGGGCC 95°C -15
RARRES?2 ~Lo S€g } 40 ciclos
GCAGCGGTCCTGGAGGCACCACGCA[G/T]ICTC | 60°C -1min
rs4721 60°C — 1mi
TAGACAAAAGGGGAAACAGGTT —imin
8102678 CTGAAATCACTGTCCCTCAGTTCACICI/TIGGTC
rs
TTGTCTGCTTCGTCGTCAAAA
PGCl-a 60°C - 1 min
3736265 CACATACAAGGGAGAATTTCGGTGCJA/GITGC | 95°C- 10 min
rs
GGTGTCTGTAGTGGCTTGACTC 95°C -15 seg )
. } 50 ciclos
60°C -1min
60°C — 1min
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3.2.4.3.2 Sequenciamento

Devido os poucos estudos no gene FNDCS5, foi realizado o rastreamento das juncdes
intron-éxon e dos proprios éxons 3, 4 e 5, através de sequenciamento automatico, utilizando a
plataforma de redes tecnolégicas da Fiocruz.

Primeiramente, as amostras foram submetidas a PCR convencionais para amplificar esses
trés fragmentos. O protocolo utilizado para as rea¢des séo similares, pois apresentam um volume
final de 50l contendo 2 ul (50ng-100ng) de DNA; 15 pmoles de cada oligonucleotideo; 5 pl de
uma solucdo 2mM de cada dNTP (Invitrogen); Tampdo Amplitag 1X e 2,5 U de Taq Polimerase
Amplitag(Life Techonology). Os programas do termociclador sdo apresentados na tabela 7.
Posteriormente, os fragmentos sdo submetidos a um gel de agarose a 1,5% para avaliar a
amplificacdo da PCR.

Os produtos da PCR sédo purificados com o Kit Chargeswitch Pro-Pcr (Invitrogen) e
novamente submetidos a um gel de agarose 2,0% usando marcador Low mass para uma
quantificagéo relativa.

ApOs estas etapas, € realizada a reacdo de sequenciamento, utilizando 3-10 ng do DNA
amplificado purificado, 3,2 pmoles de cada iniciador (foward e reverse), 1 uL do Big Dye
terminator v3.1 (Applied Biosystems), 1,5 uL Tampdo 5x (Applied Biosystems) e dgua ultrapura
suficiente para 7,5 L. A reacdo de sequenciamento foi conduzida no termociclador GenAmp
PCR System 9700 (Life Technologies), com as seguintes condi¢cdes de ciclagem: aquecimento a
94°C por 10 segundo, seguido por 50°C por 5 segundos e 60°C por 4 minutos, sendo realizado
40 repeticdes desses ciclos.

Os produtos da reacao anterior passaram pelo processo de precipitacdo, que consiste na
adi¢cdo de 30 pL (3x volume) de Isopropanol 75% (MERCK) para cada amostra. O material foi
submetido a uma agitacdo no vortex por 10 segundos, repouso por 15 minutos (sob o abrigo de
luz) e centrifugacdo a 4.000 rpm por 15 minutos. O material sobrenadante é descartado e é
adicionado 50 pL (5x volume) de Etanol 75% (MERCK) em cada amostra. Este material é
centrifugado por 15 minutos a 4.000 rpm e o sobrenadante é descartado novamente. Para
finalizar, é colocado no termociclador aquecido a 60°C por 10 minutos. Este material foi
encaminhado para a Plataforma de Sequenciamento de DNA RPTO1A, para que pudessem ser
realizados os passos de desnaturacdo usando formamida e analise no sequenciador automatico
3730XL (Life Techonologies).
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Tabela 7: Condicdes de ciclagem do gene FNDC5

Gene Exon | Condigdes de ciclagem

95°C- 10 min

94°C -1min
3 65°C -1min 30 ciclos
72°C — 1min

72°C — 10min
95°C- 10 min

94°C -1min
ENDC5 4 60°C -45seg 30 ciclos
72°C —50seg
72°C — 10min

95°C- 10 min
94°C -1min
5 60°C -1min } 30 ciclos
72°C — 1min
72°C — 10min

3.2.4.3.3 Analise das sequencias do DNA

Os eletroferogramas obtidos das reacdes de sequenciamento foram analisados de duas
formas diferentes. A primeira é uma analise mais bruta dos resultados, em que se utiliza o
programa Chromas Lite e o BioEdit. Estes nos permitem observar a qualidade da corrida e
realizar o alinhamento com a sequéncia referéncia do gene (FNDC5) obtida do banco de dados
NCBI.

A segunda andlise é realizada pelo programa SeqScape versdo 2.1, em que sobrepfe a
sequéncia senso e antisenso, construindo o alinhamento das sequéncias e criando uma 5°-3’.
Posteriormente, este alinhamento é pareado com a sequéncia do gene referéncia para uma melhor

andlise das variacGes nucleotidicas.

46



3.2.5 Andlises bioestatisticas

A determinacdo da normalidade dos pardmetros antropométricos, pressoricos e
bioquimicos da amostra foi através do teste de Kolmogorov-Smirnov. As varidveis com
distribuicdo normal foram apresentadas na forma de média e desvio padrdo (DP) e as sem
distribuicdo normal foram através de mediana e percentil 25 e 75. Posteriormente, as variaveis
tiveram suas diferencas testadas entre o grupo de obesos e controles através do teste t-student
(distribuicdo normal) e Mann-Whitney (sem distribuicdo normal). E para a variagdo dos
parametros entre os graus de obesidade foram realizados testes One-Way ANOVA e o teste ndo
paramétrico Kruskal-Wallis.

A prevaléncia das comorbidades clinicas é apresentada na forma de frequéncia e
porcentagem e as diversas comparacgdes foram feitas usando o teste do Qui-Quadrado. Da mesma
forma, a associacdo dos genotipos e alelos com a obesidade, DT2, hipertensdo e SM foram
realizadas com o mesmo teste. Este tambem foi utilizado para investigar se as frequéncias
genotipicas do grupo de eutréficos e obesos estavam de acordo com o equilibrio genético de
Hardy-Weinberg.

As analises haplotipicas foram realizadas pelos programas EH e PHASE, estes obtém os
haplotipos com calculos das maiores probabilidades de ocorréncia e posteriormente verificam se
estdo em equilibrio de ligacdo. Em seguida, a partir das contagens obtidas dos grupos de
eutroficos e obesos, realizamos o teste do qui-quadrado para verificar se ha diferencas entre as
frequéncias haplotipicas.

Todo esse conjunto de analises é realizados fazendo uso de planilhas Excel e dos
Software SPSS V. 16, EH e PHASE. As inferéncias estatisticas foram feitas ao nivel de 5% e as

tendéncias foram baseadas entre os niveis de 5-10%.
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4 Resultados

4.1 Descricdo da amostra

As andlises foram realizadas em 136 obesos, sendo 107 mulheres (78,7%) e 29 homens
(21,3%). E também foram coletados 108 eutréficos, sendo 76 mulheres (70,4%) e 32 homens
(29,6%). Dentre as informacGes desta amostra, temos os parametros antropométricos, niveis
pressaricos, bioquimicos (Tabela 8) e prevaléncia da DT2, SM e hipertensdo (Tabela 9). A partir
dos resultados da Tabela 8, podemos observar que 0s obesos apresentaram valores
significativamente maiores para circunferéncia abdominal, circunferéncia de quadril, pressdo
arterial sistdlica, pressdo arterial diastélica, glicemia, VDL colesterol, triglicerideo, proteina C
reativa e hemoglobina glicada, enquanto que o HDL colesterol foi significativamente maior em
eutraficos.

Com relacdo as patogéneses, 0s obesos mostraram-se mais susceptiveis a DT2 (X(1)2:
31,62; p<0,001), hipertensdo (yw’= 86,34; p<0,001) e SM (yxu)’= 100,64; p<0,001) quando

comparados aos eutrdficos (Tabela 9).
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Tabela 8: Parametros antropométricos, niveis pressoricos e bioquimicos.

Total Eutroficos Obesos
N Valores N Valores N Valores P
Idade 244 36 (28; 46) 108 29 (25; 37) 136 40 (31; 51) <0,01
Peso (Kg) 244 97,58+38,56 108 62,83+9,27 136 125,17+£29,58 <0,01
Circ. abdominal (cm) 242 | 109,0 (82,0; 136,0) | 108 | 81,5(74,1;85,9) | 134 | 133,0(120,5;145,1) | <0,01
Circ. do quadril (cm) 242 | 116,5(99,0; 141,6) | 108 | 99,0 (94,5; 102,0) | 134 | 141,0(128,0;152,0) | <0,01
Raz&o cintura-quadril 242 | 0,91 (0,82;0,97) 108 | 0,82(0,77;0,88) | 134 | 0,96 (0,91;1,01) | 0,75
PAS (mmHg)* 185 126,04+20,54 96 116,59+12,44 89 136,24+22,64 <0,01
PAD (mmHg)* 185 81,16+14,35 96 76,44+10,08 89 86,26£16,44 <0,01
iIMC (cm?/kg) 242 | 126,0(105,7; 147,7) | 108 | 104,5(94,0;113,7) | 134 | 145,4(130,7;159,4) | 0,08
Glicemia (mg/dl)* 180 | 92,0 (86,0; 92,0) 101 | 90,0 (84,0; 96,0) 79 | 97,0 (89,0; 108,0) | <0,01
Colesterol total* 206 192,52+41,06 101 184,04+35,24 105 200,69+44,64 0,11
HDL(mg/dL)* 206 | 51,5 (44,0; 63,0) 101 | 60,0 (47,5;69,0) | 105 | 48,0 (42,0; 54,0) |<0,01
LDL(mg/dL)* 201 113,82+34,25 100 105,19+31,39 101 122,37+34,97 0,36
VDL (mg/dL)* 201 | 20,0 (15,0; 29,0) 100 | 16,0 (13,4;22,0) | 101 | 26,0 (18,0; 35,5) |<0,01
Triglicerideo (mg/dL)* 206 | 104,0 (75,0; 151,5) | 101 | 81,0(68; 111,5) | 105 | 138,0 (94,0; 185,0) | <0,01
PCR (mg/dL)* 140 | 0,73(0,28;1,49) | 43 | 0,19(0,06;0,34) | 97 | 1,13(0,57;1,91) |<0,01
Hemoglobina glicada 143 | 4,85 (4,50; 5,50) 44 4,7 (4,5; 5,0) 99 5,3 (4,7; 6,3) <0,01

(%0)*

Legenda: PAS — pressdo arterial sistélica; PAD — pressdo arterial diastélica; IMC — indice de massa corpéreo; ilMC —
indice de massa corporal invertido; PCR- proteina C reativa.
Nota: Os valores representam média + desvio padréo para varidveis com distribuicdo normal ou mediana (percentil 25;
percentil 75), para variaveis sem distribuicdo normal.
O p-valor representa as diferencas entre as médias das variaveis com distribuicdo normal e diferencas entre as medianas
das variaveis sem distribuicdo normal nos grupos de eutréficos e obesos.

*Foram excluidos da analise todos os individuos que tomam medicamento.
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Tabela 9: Caracteristicas clinicas da amostra

Total Eutroficos Obesos
n Sim Nao n Sim Néao n Sim Néao P
34 209 0 108 34 101
Diabetes tipo 2* | 243 108 135 <0,001
(14%) (86%) (0%) (100%) (25,2%) | (74,8%)
) 93 150 6 101 87 49
Hipertenséo* 243 107 135 <0,001
(38,3%) | (61,7%) (5,6%) | (94,4%) (64%) (36%)
Sindrome 85 126 5 96 80 30
) 211 101 110 <0,001
metabdlica (40,3%) | (59,7%) (5%) (95%) (72,7%) | (27,3%)

Nota: As caracteristicas sdo apresentadas na forma de frequéncia e porcentagem.
O p-valor é referente ao teste de homogeneidade entre eutréficos e obesos.
*Inclusos todos os individuos diagnosticados a partir dos exames € 0s que ja estavam em tratamento.

As amostras de obesos foram classificadas de acordo com a OMS, sendo 14 obesos grau
1 (71,4% de mulheres; 28,6 de homens), 21 obesos grau 2 (81% de mulheres; 19% de homens) e
101 obesos grau 3 (79,2% de mulheres; 20,8% de homens). Os mesmos parametros analisados
anteriormente foram subdivididos entre os graus de obesidade, para uma melhor visualizacdo das
diferencas entre os parametros e prevaléncia das doengas metabolicas na nossa amostra de
obesos (Tabela 10 e Tabela 11). Dessa forma, foi possivel observar que mesmo entre estes
grupos, 0s parametros como peso, circunferéncia abdominal, circunferéncia do quadril, presséo
arterial sistolica, glicose e proteina C reativa apresentam diferencas significativas.

Com relacéo as caracteristicas clinicas, a SM apresentava uma tendéncia de desequilibrio
na sua distribuicdo na amostra de obesos (x(z)zz 5,46; p=0,07). E foi observado um aumento
significativo de SM nos obesos grau 3 (mérbidos), quando comparada aos graus 1 e 2 (ya)’=
5,36; p=0,02).
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Tabela 10: Pardmetros antropométricos, niveis pressoricos e bioquimicos entre os graus de
obesidade.

Grau 1l Grau 2 Grau 3
N Média N Média N Média P
Idade (anos) 14 47 (33; 55) 21 46 (31; 54) 101 39 (31; 49) 0,44
Peso (Kg) 14 85,4248,86 20 100,67+9,50 101| 135,78+26,301 |<0,01
Circ. abdominal (cm) 14108,5 (101,8; 113,5) | 20 | 120,0 (108,3; 127,9) | 100 | 138,3 (128,1; 149,8) | <0,01
Circ. do quadril (cm) 14|113,5 (110,0; 118,3) | 20 | 125,3 (121,0; 131,4) | 100 | 144,5 (135,3; 154,8) | <0,01
Razao cintura-quadril 14| 0,96 (0,89; 1,00 |20| 0,95(0,87;1,02) |100, 0,97 (0,91;1,01) | 0,77
PAS (mmHg)* 10 124,10+£21,62 14 124,00£19,52 65 140,74+22,02 0,007
PAD (mmHg)* 10 79,30£18,99 14 83,21+14,66 65 87,98+16,27 0,23
iIMC (cm?/kg) 14|137,7 (124,6; 157,8) | 20 | 136,3 (118,1; 164,5) | 100 | 146,9 (133,0; 161,0) [ 0,39

Glicose em jejum (mg/dl)* | 11| 93,0 (88,0; 105,0) | 14| 90,0(86,8; 99,3) | 54 | 100,9 (89,8; 112,0) | 0,05

Colesterol total* 14| 22657+36,81 |17 197,53+46,60 | 74 | 196,51+4441 | 0,07
HDL (mg/dI)* 14| 485(435;585) |17 47,0(405;550) | 74 | 47,5(41,8;54,0) | 0,66
LDL (mg/dI)* 13| 142,88#3466 |17 122,89+#3522 | 71| 118,49+#3411 | 0,07
VDL (mg/dI)* 13| 22(175;40,8) |17 250(17,5;325) | 71 | 27,0(20,0;36,0) | 0,89
Triglicerideo (mg/dl)* | 14| 125,0 (88,0; 220,3) | 17 | 124,0 (89,5; 162,0) | 74 |138,5 (103,0; 185,0) | 0,80
PCR (mg/dI)* 10| 0,55(0,30;0,96) [16| 0,95(051;2,07) | 73| 1,3(0,7;19 | 0,02

Hemoglobina glicada(%6)* | 10 5,4 (4,5; 6,1) 16 4,8 (4,4;5,1) 71 5,2 (4,7;5,9) 0,12

Legenda: PAS — pressdo arterial sistélica; PAD — pressdo arterial diastélica; IMC — indice de massa corpéreo; ilMC
— indice de massa corporal invertido; PCR- proteina C reativa.

Nota: Os valores representam média + desvio padrdo para variaveis com distribuicdo normal ou mediana (percentil
25; percentil 75), para variaveis sem distribuicdo normal.

O p-valor representa as diferencas entre as médias das varidveis com distribuicdo normal e diferencas entre as
medianas das variaveis sem distribui¢cdo normal nos diferentes graus de obesidade.

*Foram excluidos da analise todos os individuos que tomam medicamento.
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Tabela 11: Caracteristicas clinicas da amostra de obesos

Graul Grau 2 Grau 3

3 18
(14,3%) | (85,7%)

Diabetes tipo 2*

Hipertensao*

Sindrome
metabdlica

Nota: As caracteristicas sdo apresentadas na forma de frequéncia e porcentagem.
O p-valor é referente ao teste de homogeneidade entre os obesos.
*Inclusos todos os individuos diagnosticados a partir dos exames e 0s que ja estavam em tratamento.
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4.2-Anélise genética

4.2.1- Gene ADIPOQ

4.2.1.1 Polimorfismo rs17366568 (c.-8-387G>A)

Os individuos coletados foram analisados para o polimorfismo rs17366568, localizado no
intron 1 do gene ADIPOQ), através da PCR em tempo real, utilizando sondas tagman (Figura 25 e
26).
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Figura 25: Grafico Multicomponente do polimorfismo rs17366568 do gene ADIPOQ. O eixo y representa a
fluorescéncia do fluoréforo e o eixo x 0 nimero de ciclos. A curva em azul é o fluor6foro FAM ligado a uma sonda
que se anela ao alelo G, o verde é o fluoréforo VIC que se anela ao alelo A e o vermelho é o fluoréforo ROX, que é
a referéncia passiva. No grafico A, observa-se um aumento apenas da fluorescéncia FAM, representando um
individuo homozigoto selvagem (GG). No grafico B, houve um aumento apenas da fluorescéncia VIC,
representando um individuo homozigoto mutado (AA). E no grafico C, ambos os fluoréforo tiveram um aumento de
fluorescéncia, representando uma amostra heterozigota (GA).
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Figura 26: Grafico de discriminacéo alélica do polimorfismo rs17366568 do gene ADIPOQ. Os circulos em azul
representam os individuos homozigotos selvagens (GG), os verdes heterozigotos (AG) e em vermelho os
homozigotos mutados (AA). O X representa uma amostra que ndo teve amplificacdo e o quadrado o controle
negativo da reagéo.

Com base nas analises do PCR em tempo real, obtivemos as frequéncias genotipicas e
alélicas do grupo de eutréficos e obesos (Tabela 12), sendo que em ambos 0s casos, 0 gendétipo
mais frequente foi 0 homozigoto selvagem (GG). Ademais, os resultados mostraram que ndo ha
diferencas significativas nas frequéncias genotipicas (X(Z)Z: 2,76; p=0,25) e alélicas (X(1)2= 1,11;
p= 0,29) entre os grupos. Em relacdo a Teoria de Hardy-Weinberg, os gendétipos de ambos os
grupos ndo se mostraram em equilibrio (obesos: X(Z)Z: 40,80; p<0,00; eutroficos: X(Z)Z: 12,74; p<
0,00).
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Tabela 12: Frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo rs17366568 do gene ADIPOQ e
associacao a obesidade.

Grupos

Total Eutréficos  Obesos

Gendtipo
GG 203 (83,2) 86(79,6) 117 (86,0)
GA 27 (11,1) 16(148) 11(81) 025
AA 14 (5,7) 6 (5,6) 8 (5,9)

Alelo
G 0,89 0,87 0,90
0,29
A 0,11 0,13 0,10

Os valores sdo apresentados na forma de frequéncia e porcentagem.
O p-valor é referente aos testes de homogeneidade entre os genotipos
e alelos dos eutroficos e obesos.

Diversos parametros antropométricos, pressoricos e bioquimicos mostraram variagcdes na
nossa amostra. Para uma melhor compreensdo se 0s gendtipos do polimorfismo rs17366568
influenciam na diferenga entre estas variaveis realizamos o teste estatistico ANOVA
(distribuicdo normal) e Kruskal-Wallis (distribuicdo ndo normal) com todos os individuos. De
acordo com os resultados apresentados na tabela 13, observou-se apenas uma tendéncia de
diminuicdo da glicose na presenca do alelo mutado (A), mas ndo foi significativa. Com relacao

aos outros fatores € sugerido que estes gendtipos ndo exercem influéncia (p>0,05).
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Tabela 13: Variaveis antropométricas e hemodindmicas em relagdo ao polimorfismo
rs17366568 do gene ADIPOQ na amostra total.

Gendtipos
n GG n GA n AA P
Peso 203 98,7+38,4 27 85,9+34,5 14 103,9+46,0 0,22
IMC (kg/m?) 203 38,4(23,2;489) 27 31,5(22,1;44,7) 14 23,92(23,0;48,9) 0,29
Circ. Abdominal (cm) 201 116,0(86,0;139,0) 27 101,3(80,5;124,8) 14 85,5(76,0;139,0) 0,20
Circ. de quadril (cm) 201 126,5(102,0; 143,0) 27 116,5(97,5;141,6) 14 105,0 (102,0; 143,0) 0,23
Razdo cintura/quadril (cm) 201 0,90(0,83;0,97) 27 0,89(0,79;1,01) 14 0,82(0,75;0,97) 0,24
iIMC(cmzlkg) 201 126,4 (108,6; 147,2) 27 126,2 (107,5;157,8) 14 115,9(98,2;132,1) 0,44
PAS (mmHg) 151 126,2+20,6 23 122,6+20,8 11 131,1£20,6 0,52
PAD (mmHg) 151 81,2+14,7 23 80,8+11,7 11 82,0+15,6 0,98
Glicose (mg/dL) 148 97,0(89,0;107,00 23 93,0(88,0;97,8) 9 88,0(82,0;92,0) 0,08

Colesterol total (mg/dL) 170 192,1+42,0 26 195,4+40,3 10 193,2+27,6 0,93
HDL - Colesterol (mg/dL) 179 49,0 (43,0;57,0) 26 48,0(415;67,00 10 59,0(44,0;64,0) 0,42
LDL - Colesterol (mg/dL) 166 113,4+34,8 25 116,9+36,2 10 113,3+19,2 0,90
VDL - Colesterol (mg/dL) 166 22,0(16,0;31,0) 25 20,0(153;28,0) 10 23,0(17,0;28,0) 0,80
Triglicerideos (mg/dL) 170 108,0(79,0; 154,0) 25 100,5 (74,25; 139,5) 10 114,0(86,0; 140,0) 0,61
Proteina C reativa (mg/dL) 117 0,60 (0,23;1,45) 15 0,61(0,26;1,20) 8 0,26 (0,16;1,71) 0,90
Hemoglobina glicada (%) 99 4,8 (4,5;5,4) 12 4,8 (4,5;5,8) 7 4,6 (4,8; 5,6) 0,95

Legenda: PAS — pressdo arterial sistdlica; PAD — presséo arterial diastdlica; IMC — indice de massa corporeo; iIMC
— indice de massa corporal invertido

Nota: Os valores representam média * desvio padrdo para variaveis com distribuicdo normal ou mediana (percentil
25; percentil 75), para variaveis sem distribuicdo normal.

O p-valor é referente as diferencas entre as médias (variaveis com distribuicdo normal) ou medianas (variaveis sem
distribuicdo normal).

AvaliacOes estatisticas adicionais para o polimorfismo estudado, utilizando apenas o0s
dados das variaveis dos eutroficos, podem ser observadas na tabela 14. Neste modelo, ndo foram

encontradas influéncia do SNP nas variaveis (p>0,05).
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Tabela 14: Diferenca entre as varidveis em relacdo ao polimorfismo rs17366568 do gene
ADIPOQ no grupo de eutrdficos.

Gendtipos
n GG n GA n AA P
Peso 86 63,06+9,71 16 61,89+7,01 6 61,9049,05 0,87
IMC (kg/m2) 86 22,4(20,9;239) 16 22,7(20,9:234) 6 235(22,2;248) 0,40
Circ. Abdominal (cm) 86 82,0 (74,0; 85) 16 97,8(955;994) 6 81,2(755;91,00 0,81
Circ. de quadril (cm) 86 98,8(93,0;102,0) 16 97,0(950;99,3) 6 102,5(98,5; 104,6) 0,21
Razéo cintura/quadril cm) 86  0,83(0,78;0,88) 16 0,82(0,74;0,89) 6 0,79(0,75;0,90) 0,72
iIMC (cm?/kg) 86 104,9(93,8;113,5) 16 102,8(91,8;116,00 6 104,9(98,1;122,6) 0,78
PAS (mmHg) 76 116,25+12,94 14 117,50+10,88 6 118,83+10,55 0,85
PAD (mmHg) 76 76,25+£10,13 14 78,07£10,16 6 75,0+10,81 0,78
Glicose (mg/dL) 79 91,0(84,0;97,00 16 89,0(84,0;920) 6 87,0(79,8;97,5 0,42
Colesterol total (mg/dL) 79 181,29+33,82 16 197,88+43,24 6 183,33+25,45 0,23
HDL - Colesterol (mg/dL) 79 59,0 (46,0;69,0) 16 62,5(52,3;720) 6 59,5(505;755) 0,47
LDL - Colesterol (mg/dL) 78 103,43+£31,17 16 114,66+36,66 6 102,77+13,12 0,42
VDL - Colesterol (mg/dL) 78  16,0(13,0;22,0) 16 16,5(14,0;245) 6 16,5(14,8;21,5) 0,72
Triglicerideos (mg/dL) 79 80,0(65,0;108,0) 16 825(70,3;121,0) 6 835(73,8;106,5 0,75
Proteina C reativa (mg/dL) 33 0,19 (0,07; 0,33) 6 0,21 (0,01; 0,40) 4 0,2 (0,05; 0,26) 0,79

Hemoglobina Glicada (%) 35 4,7 (4,4;5,1) 5 4,5(4,5; 4,8) 4 4,8 (4,6; 5,0 0,74

Legenda: PAS — pressdo arterial sistélica; PAD — pressdo arterial diastélica; IMC — indice de massa corpéreo; ilMC
— indice de massa corporal invertido

Nota: Os valores representam média + desvio padrdo para variaveis com distribuicdo normal ou mediana (percentil
25; percentil 75), para variaveis sem distribuicdo normal.

O p-valor é referente as diferencas entre as médias (variaveis com distribuicdo normal) ou medianas (varidveis sem
distribuicdo normal).

As variaveis quantitativas dos obesos, também foram avaliadas em relacdo ao
polimorfismo estudado (Tabela 15), mas ndo foram encontrados resultados estatisticamente

significativos (p>0,05).
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Tabela 15: Diferenca entre as varidveis em relacdo ao polimorfismo rs17366568 do gene
ADIPOQ no grupo de obesos.
Gendtipos
n GG n GA n AA P
Peso 117 124,9+29,5 11 121,0+27,4 8 135,6+34,9 0,55
IMC (kg/m2) 117  452(39,7;50,9) 11 44,9(39,1;539) 8 48,8(385;54,0) 0,77
Circ. Abdominal (cm) 115 133,0(119,0; 145,0) 11 127,0(119,0; 145,0) 8 139,5(130,6; 147,5) 0,53
Circ. de quadril (cm) 115 140,0 (128,0; 150,0) 11 148,0(122,0; 158,0) 8 147,5(137,0; 155,8) 0,46
Raz&o cintura/quadril cm) 115 0,97 (0,91;1,01) 11 0,93(0,86;0,99) 8 0,94 (0,92;0,98) 0,62
iIMC (cm*/Kkg) 115 145,7 (131,5;159,0) 11 149,5(115,1; 162,0) 8 139,9 (130,4; 158,1) 0,98
PAS (mmHg) 75 136,38+21,9 9 130,6+29,7 5 145,8+20,7 0,49
PAD (mmHg) 75 86,1+16,9 9 85,1+13,2 5 90,4+17,3 0,84
Glicose (mg/dL) 69 99,0(89,0;110,5) 7 93,0(88,0;108,0) 3 88,0 (88,0) 0,50
Colesterol total (mg/dL) 91 201,4+46,2 10 191,4+36,8 4 208,0+26,8 0,76
HDL - Colesterol (mg/dL) 91 49,0 (42,0;54,0) 10 44,0(39,5;480) 4 54,0(36,5 745 0,23
LDL - Colesterol (mg/dL) 88 122,2+35,6 9 120,8+37,1 4 129,0+16,5 0,92
VDL - Colesterol (mg/dL) 88  26,5(19,0;36,0) 9 24,0(17,0;370) 4 26,5(168;288) 0,8
Triglicerideos (mg/dL) 91 138,0(96,0;185,0) 10 131,5(86,3;248,8) 4 132,5(84,5144,5) 0,81
Proteina C reativa (mg/dL) 84  1,06(0,57;1,89) 9 12(0,61;160) 4 1,9(0,81;281) 0,47
Hemoglobina Glicada (%) 64 5,1 (4,6; 5,6) 7 5,5 (4,5; 6,2) 3 5,6 (4,6) 0,58

Legenda: PAS — pressdo arterial sistélica; PAD — pressdo arterial diastélica; IMC — indice de massa corpéreo; ilMC

— indice de massa corporal invertido.

Nota: Os valores representam média * desvio padrdo para variaveis com distribuicdo normal ou mediana (percentil
25; percentil 75), para variaveis sem distribuicdo normal.
O p-valor é referente as diferencas entre as médias (variaveis com distribuicdo normal) ou medianas (variaveis sem

distribuicdo normal).

A prevaléncia da DT2, hipertensdo e a SM na amostra de obesos, foram analisadas em

relacdo ao polimorfismo rs17366568 do gene ADIPOQ (Tabela 16). Entretanto, ndo observamos

resultados significativos.
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Tabela 16: Andlise da influéncia do polimorfismo rs17366568 do gene ADIPOQ na presenca
das caracteristicas clinicas da amostra.

Obesos
_ Diabetes
Genotipo : P
Sim Nao
n % n %
GG 30 88,2 86 85,1
GA 3 8,8 8 7.9 0,69
AA 1 2,9 7 6,9

Hipertensdo

Sim N&o
n % n %
GG 78 89,7 39 79,6
GA 5 57 6 12,2 0,26
AA 4 4,6 4 8,2

Sindrome Metabdlica

Sim Né&o
n % n %
GG 71 88,8 25 83,3
GA 6 7,5 4 13,3 0,64
AA 3 3,8 1 3,3

Nota: Os dados mostram os nimeros de observacgdes e a porcentagem.
O P-valor é referente ao teste x* com dois graus de liberdade.
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4.2.1.2 Polimorfismo rs182052 (c.-60+244G>A)

As amostras foram analisadas para o polimorfismo rs182052 que esta localizado no
intron 1 do gene ADIPOQ. Esta andlise foi realizada através da técnica de PCR em tempo real,

utilizando sondas de hidrolise (Tagman). Alguns dos resultados obtidos podem ser visualizados

na figura 27 e 28.
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Figura 27: Gréficos de multicomponentes do polimorfismo rs182052 do gene ADIPOQ. O fluoréforo FAM (azul)

detecta o alelo selvagem (G), o VIC o alelo mutado (A) e 0 ROX é a referéncia passiva. A) homozigoto selvagem
(GG), B) homozigoto mutado (AA) e C) heterozigoto (GA).
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Figura 28: Gréafico de discriminacdo alélica do polimorfismo rs182052 do gene ADIPOQ. Os pontos em azul
representam individuos homozigotos selvagens (GG), os em verde sdo heterozigotos (GA) e os vermelhos sdo
homozigotos mutados (AA). O X representa uma amostra que ndo teve amplificacdo e o quadrado o controle
negativo da reagdo.

A partir da analise dos graficos de resultados, foram obtidas as frequéncias genotipicas e
alélicas (Tabela 17). Sendo observado um aumento na frequéncia de heterozigotos (GA) nos
obesos (50%), mas ao contrapor com 0s controles (44,4%), este aumento ndo foi significativo
(X(Z)Z: 2,40; p=0,30). Também ndo foram encontradas diferencas nas frequéncias dos alelos
entre 0s dois grupos estudados (X(l)zz 2,22; p= 0,14). Além disso, a distribuicdo genotipica na
amostra obedeceu ao equilibrio de Hardy-Weinberg (obesos: X(2)2= 0,98; p=0,61; eutréficos:

Y@= 0,47; p= 0,79).
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Tabela 17: Frequéncias genotipicas, alélicas e associacdo a obesidade do polimorfismo rs182052
do gene ADIPOQ

. Grupos
Genetica _ p
Total Eutroficos Obesos

Gendtipo
GG 105 (43,0) 52 (48,1) 53 (39,0)
GA 116 (47,5) 48 (44,4) 68 (50,0) 0,30

AA 23 (9,4) 8 (7,4) 15 (11,0)
Alelos
G 0,67 0,70 0,64
0,14
A 0,33 0,30 0,36

Os valores sdo apresentados na forma de frequéncia e porcentagem.
O p-valor é referente aos testes de homogeneidade entre os genétipos
e alelos dos eutroficos e obesos.

O comportamento das variaveis antropométricas, pressoricas e bioquimicas em relagéo ao

polimorfismo estudado na amostra total, & mostrado na tabela 18.
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Tabela 18: Diferenca entre as varidveis em relacdo ao polimorfismo rs182052 do gene ADIPOQ

na amostra total.

Gendtipos
n GG n GA n AA P
Peso 105 91,49+35,29 116 101,50+39,58 23 105,57+44,97 0,9
IMC (kg/m2) 105 30,1(21,7;44,9) 116 37,8(23,1;471) 23 353(24,4;49,9) 0,10
Circ. Abdominal (cm) 105 98,0(79,0;135,3) 114 112,0(84,0136,0) 23 109,5(92,0;142,0) 0,08
Circ. de quadril (cm) 105 111,5(97,0;137,8) 114 121,8(100,9; 143,1) 23 119,0(102,60; 150,0) 0,05
Razdo cintura/quadril (cm) 105 0,89 (0,80;0,97) 114 0,91(0,83;0,97) 23 0,92(0,86;0,96) 0,39
iIMC (cm?/kg) 105 120,0 (101,8; 146,3) 114 130,4 (108,5; 149,5) 23 129,9 (111,2; 157,4) 0,22
PAS (mmHg) 76 123,80+18,83 90 128,38+22,55 19 123,95+16,38 0,32
PAD (mmHg) 76 80,92+14,17 90 81,70+15,04 19 79,58+12,09 0,83
Glicose (mg/dL) 81 90,0(855;97,00 83 950(87,0;1030) 16 92,5(87,3;99,3) 0,27
Colesterol total (mg/dL) 93 196,42+43,32 93 188,26+39,51 20 194,25+37,15 0,39
HDL - Colesterol (mg/dL) 93  53,0(46,0;66,5) 93 51,0(43,0;60,00 20 485(425;60,3) 0,10
LDL - Colesterol (mg/dL) 91 114,01+£34,97 91 113,78+34,27 19 113,15+32,42 1,00
VDL - Colesterol (mg/dL) 91  21,0(15,0;28,0)0 91  20,0(14,8;31,00 19 18,0(16,8;29,0)0 0,99
Triglicerideos (mg/dL) 93 108,0(75,5;144,0) 91 102,0(73,5;156,5) 20 89,5,0(84,0;161,0) 0,95
Proteina C reativa (mg/dL) 56 0,73(0,28;1,44) 69 0,81(0,24;1,63) 15 0,51(0,30;1,22) 0,83
Hemoglobina Glicada (%) 47 4,8(4,4;5,3) 59 4,9 (4,6;5,5) 12 5,0 (4,6; 5,6) 0,70

Legenda: PAS — pressdo arterial sistdlica; PAD — presséo arterial diastdlica; IMC — indice de massa corporeo; iIMC
— indice de massa corporal invertido
Nota: Os valores representam média * desvio padrdo para variaveis com distribuicdo normal ou mediana (percentil
25; percentil 75), para variaveis sem distribuicdo normal.
O p-valor é referente as diferencas entre as médias (variaveis com distribuicdo normal) ou medianas (varidveis sem

distribuicdo normal).

Os resultados sugerem uma influéncia deste polimorfismo na circunferéncia do quadril e

uma tendéncia no IMC, na circunferéncia abdominal e no HDL colesterol. Nestes parametros

antropometricos e no bioquimico, hd um perfil de aumento das variaveis na presenca do alelo

mutado (A), com excecdo do HDL colesterol que ha um perfil inverso. O grafico 1 mostra bem

esse perfil de aumento na circunferéncia do quadril.
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Gréfico 1: Variagdo da circunferéncia do quadril em relacéo ao polimorfismo rs182052 do gene
ADIPOQ na amostra total.
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As variagdes dos mesmos fatores quantitativos foram submetidas a novas analises para
investigar se os genotipos influenciam nas diferencas dentro do grupo de eutréficos, como

mostrado na tabela 19.
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Tabela 19: Diferenca entre as varidveis em relacdo ao polimorfismo rs182052 do gene ADIPOQ
na amostra de eutroficos.

Gendtipos
n GG n GA n AA i
Peso 52 61,0+8,50 48 64,12+10,03 8 66,93+7,49 0,10
IMC (kg/m2) 52 21,0(19,4;231) 48 22,9(21,9;233) 8 23,7(22,6;24,8) 0,11
Circ. Abdominal (cm) 52 79,0(74,0.853) 48 825(76,0;86,00 8 90,3(76,8;94,4) 0,03
Circ. de quadril (cm) 52 98,5(94,9;101,1) 48 100,5(98,5;105,0) 8 104,0(100,5;197,9) 0,02
Razéo cintura/quadril cm) 52 0,80 (0,78;0,84) 48 0,83(0,78;0.84) 8 0,84 (0,75;0,92) 0,36
iIMC (cm?/kg) 52 105,1(96,6; 113,7) 48 105,7(98,2;113,4) 8 109,9(93,2;117,8) 0,33
PAS (mmHg) 45 114,98+9,88 43 117,37+£14,57 8 121,50+12,88 0,34
PAD (mmHg) 45 75,33+10,54 43 77,02410,13 8 79,5046,87 0,50
Glicose (mg/dL) 49 90,5(79,8;97,0) 44 950(88,0;990) 8 89,0 (86,3;925) 0,36
Colesterol total (mg/dL) 49  186,18+36,29 44  180,93+3359 8 188,0+40,87 0,74
HDL - Colesterol (mg/dL) 49 60,5(49,8;69,0) 44 56,0(45,0;69,0) 8 52,0 (40,5;59,0) 0,49
LDL - Colesterol (mg/dL) 48 104,54+30,77 44 104,15+30,41 8 114,84+42,22 0,67
VDL - Colesterol (mg/dL) 48 20,0(11,5;25,5) 44 16,0(14,0;21,0) 8 17,0(15,5; 20,8) 0,93
Triglicerideos (mg/dL) 49 98,5(57,0;127,0) 44 81,0(69,0;104,00 8 850(77,3;1025) 0,53
Proteina C reativa (mg/dL) 15 0,24 (0,05;0,33) 24 0,19(0,03;0,35) 4 0,24(0,11;0,33) 0,92
Hemoglobina Glicada (%) 16 4,6 (4,4;4,7) 24 4,7 (4,5; 5,0) 4 4,7(4,4;5,4) 0,59

Legenda: PAS — pressdo arterial sistélica; PAD — pressdo arterial diastélica; IMC — indice de massa corpéreo; ilMC
— indice de massa corporal invertido

Nota: Os valores representam média * desvio padrdo para variaveis com distribuicdo normal ou mediana (percentil
25; percentil 75), para variaveis sem distribuicdo normal.

O p-valor é referente as diferencas entre as médias (variaveis com distribuicdo normal) ou medianas (varidveis sem
distribuicdo normal).

Nesta amostra, hd diferencas significativas entre as medianas da circunferéncia
abdominal (Gréafico 2) em relacdo aos gendtipos, apresentando um perfil de aumento desta
circunferéncia na presenca do alelo mutante (A). Tendo o homozigoto mutado (AA) 0s maiores

valores.

65



Grafico 2: Comportamento da circunferéncia abdominal em relacéo ao polimorfismo rs182052
do gene ADIPOQ na amostra de eutrdficos.
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Neste grupo de eutroficos, também hé diferencas significativas entre as medianas da
circunferéncia do quadril (Grafico 3) em relagdo aos gendtipos, apresentando um perfil de
aumento destas circunferéncias na presenga do alelo mutante (A). Além disso, também h& uma
tendéncia de aumento do peso na presenca deste alelo. Em todas essas variaveis, 0 genotipo

homozigoto mutado (AA) apresentou 0s maiores valores.

Gréfico 3: Comportamento da circunferéncia do quadril em relagdo ao polimorfismo rs182052
do gene ADIPOQ na amostra de eutroficos.
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As variacdes dos mesmos fatores quantitativos foram submetidas a novas analises para

avaliar se os genotipos influenciam nas diferencas dentro do grupo de obesos, como mostrado na

tabela 20. Mas, neste grupo ndo foram encontrados resultados significativos (p>0,05).

Tabela 20: Diferenca entre as variaveis em relacdo ao polimorfismo rs182052 do gene ADIPOQ

na amostra de obesos.

Gendtipos
n GG n GA n AA P
Peso 53 121,41+24,05 68 127,89+30,18 15 126,19+42,90 0,49
IMC (kg/m2) 53 44,8(38,8;49,7) 68 459(39,2;554) 15 49,9 (35,5;517) 0,57
Circ. Abdominal (cm) 53 130,0(115,0; 140,0) 66 129,3(119,5;149,5) 15 130,0(106,8; 152,8) 0,65
Circ. de quadril (cm) 53 134,0(126,5; 147,8) 66 141,0(125,8;155,0) 15 145,5(119,8;151,8) 0,48
Razdo cintura/quadril cm) 53 0,96 (0,88;1,01) 66 0,96 (0,89;1,02) 15 0,93(0,87; 1,02) 0,78
iIMC (cm?/kg) 53 141,6 (126,7; 154,3) 66 142,7(128,5;155,8) 15 125,7(113,0; 141,4) 1,00
PAS (mmHg) 31 136,61+21,36 47 138,45+23,95 11 125,73+18,94 0,25
PAD (mmHg) 31 89,03+14,98 47 85,98+17,46 11 79,64+15,17 0,26
Glicose (mg/dL) 32 97,0(88,5;110,0) 39 100,5(89,5;108,8) 8 93,5(89,0;109,8) 0,93
Colesterol total (mg/dL) 44 207,82+47,88 49 194,84+43,46 12 198,42+35,68 0,37
HDL - Colesterol (mg/dL) 44 48,0 (41,5;54,00 49 46,0(41,0;51,8) 12 44,0 (40,8; 49,0) 0,27
LDL - Colesterol (mg/dL) 43 124,58+36,66 47 122,80+35,52 11 111,91+25,30 0,56
VDL - Colesterol (mg/dL) 43  25,0(18,0;32,0) 47 24,0(17,3;31,8) 11  26,5(19,3; 41,3) 0,99
Triglicerideos (mg/dL) 44 123,0(89,5; 159,0) 49 120,5(86,8;157,8) 12 133,0(95,3;207,3) 0,92
Proteina C reativa (mg/dL) 41 1,0(0,51;1,74) 45 1,25(0,61;2,01) 11 0,79 (0,56; 1,42) 0,37
Hemoglobina Glicada (%) 31 5,0 (4,4;5,6) 35 5,1 (4,6;5,8) 8 5,1 (4,8; 5,6) 0,93

Legenda: PAS — pressdo arterial sistélica; PAD — pressdo arterial diastolica; IMC — indice de massa corpéreo; ilMC

— indice de massa corporal invertido

Nota: Os valores representam média + desvio padrdo para variaveis com distribuicdo normal ou mediana (percentil

25; percentil 75), para varidveis sem distribuicdo normal.

O p-valor é referente as diferencas entre as medias (varidveis com distribui¢do normal) ou medianas (variaveis sem

distribuicdo normal).

Ademais, investigamos o comportamento destas variaveis dentro do grupo de obesos,

utilizando apenas os individuos com obesidade mérbida (IMC>40,0) (Tabela 21).
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Tabela 21: Variaveis em relagcdo ao polimorfismo rs182052 do gene ADIPOQ na amostra de

obesos morbidos.

Gendtipos
n GG n GA n AA P
Peso 41 129,33+20,73 51 138,08+27,29 9 152,10+36,07 0,04
IMC (kg/m2) 41  48,9(43,1;50,7) 51 485(453;62,6) 9 51,5(49,9;67,2) 0,05
Circ. Abdominal (cm) 41 138,0(122,0; 146,0) 50 142,5(138,0; 143,00 9 143,0(130,0;1755) 0,35
Circ. de quadril (cm) 41 143,0(132,5; 153,0) 50 143,5(136,0; 160,0) 9 151,0(145,5; 168,0) 0,08
Razdo cintura/quadril cm) 41 0,96 (0,90; 1,0) 50 0,97(0,91;1,01) 9 0,94 (0,89; 1,05) 0,85
iIMC (cm?/kg) 41 145,7 (131,8; 154,3) 50 145,1(133,0;155,6) 9 140,4(110,3; 156,5) 0,97
PAS (mmHg) 24 139,25+21,72 35 142,86+23,76 6 134,33+10,63 0,63
PAD (mmHg) 24 89,46+18,46 35 87,0+18,46 6 87,8316,55 0,85
Glicose (mg/dL) 23 97,0(88,5;113,0) 26 101,0(89,0;109,0) 5 103,0(91,0;1145) 0,41
Colesterol total (mg/dL) 33 206,91+48,99 34 189,12+41,27 7 183,43+26,98 0,19
HDL - Colesterol (mg/dL) 33  46,0(40,0;54,0) 34 47,0(42,0;52,00 7  44,0(41,0;50,0) 0,76
LDL - Colesterol (mg/dL) 32 122,81+35,74 32 117,91+£34,21 7 101,43+22,16 0,33
VDL - Colesterol (mg/dL) 32 27,0(20,0;34,0) 32 25,0(19,0;31,0) 7 24,0(20,0; 45,5) 0,99
Triglicerideos (mg/dL) 33 136,0(100,0; 168,0) 34 123,0(96,0; 154,0) 7 120,0(99,5;227,0) 0,97
Proteina C reativa (mg/dL) 31 1,31(0,73;1,84) 33 1,31(1,0;243) 7 0,73(0,43;1,12) 0,19
Hemoglobina Glicada (%) 23 48(4,4,6,1) 25 5,5(4,7; 5,9) 5 5,2 (4,9; 6,0) 0,78

Legenda: PAS — pressdo arterial sistélica; PAD — presséo arterial diastdlica; IMC — indice de massa corporeo; iIMC
— indice de massa corporal invertido
Nota: Os valores representam média * desvio padrdo para variaveis com distribuicdo normal ou mediana (percentil
25; percentil 75), para variaveis sem distribuicdo normal.
O p-valor é referente as diferencas entre as médias (variaveis com distribuicdo normal) ou medianas (varidveis sem

distribuicdo normal).

Os resultados sugerem que o SNP influencia na variabilidade do peso (Gréafico 4). Este

parametro apresenta um aumento nos individuos com o alelo mutado (A). Sendo que o gendtipo

homozigoto mutado (AA) apresentou 0s maiores valores para esta variavel.
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Grafico 4: Variacdo do peso nos obesos morbidos em relagdo ao polimorfismo rs182052 do
gene ADIPOQ.
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Os resultados também sugerem que o SNP influencia na variabilidade do IMC (Grafico 5)
e uma tendéncia com a circunferéncia do quadril. Esses parametros apresentaram um aumento

nos individuos homozigotos mutados (AA).

Gréfico 5: Comportamento do IMC em relagdo ao polimorfismo rs182052 do gene ADIPOQ nos
obesos morbidos.
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Na amostra também foi analisada uma possivel associacdo dos gendtipos deste
polimorfismo com a presenca de hipertensdo, DT2 e SM no grupo de obesos (Tabela 22), mas

ndo foram encontrados resultados sugestivos de uma associagéo entre eles (p>0,05).

Tabela 22: Influéncia do polimorfismo rs182052 do gene ADIPOQ prevaléncia das
comorbidades da amostra de obesos.

Obesos

_ Diabetes
Genotipo : P
Sim Nao
N % n %
GG 16 47,1 37 36,6
GA 16 47,1 51 50,5 0,39

AA 2 59 13 12,9

Hipertenséo

Sim N&o
N % n %
GG 36 41,4 17 34,7
GA 42 48,3 26 53,1 0,74
AA 9 10,3 6 12,2

Sindrome Metabdlica

Sim Né&o
N % n %
GG 31 38,8 14 46,7
GA 40 50,0 13 43,3 0,75
AA 9 11,3 3 10,0

Nota: Os dados mostram 0s nimeros de observacgdes e a porcentagem.
O P-valor é referente ao teste x? com dois graus de liberdade.
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4.2.1.3 — Andlise haplotipica entre os polimorfismos do gene ADIPOQ

A composicdo haplotipica dos polimorfismos rs17366568 e rs182052 do gene ADIPOQ
foram analisados, cujos resultados podem ser observados na tabela 23. Encontramos um aumento
do haplétipo AG nos eutroéficos, quando comparado aos obesos (X(3)2: 11,55; p= 0,01). Anélises
posteriores mostraram que este hapldtipo é um fator de protecdo da presenca de obesidade na
nossa amostra (Odd Ratio [OR] = 0,36; intervalo de confianga de 95% [CI] = 0,18-0,74) (Figura
24). Todavia, foi observado que os alelos ndo estavam em desequilibrio de ligacdo (eutréficos:
x3°= 1,35; p= 0,72; obesos: 3= 0,008; p= 1,0).

Tabela 23: Frequéncias haplotipicas e associacdo a obesidade dos polimorfismos rs17366568 e
rs182052 do gene ADIPOQ.

Grupos

Haplotipos :
Total Eutroficos  Obesos

GG 293 (60,0) 130 (61,6) 163 (58,5)
GA 140 (28,7) 58(254) 82 (31,6)
AG 34 (700 23(92) 11(55)
AA 21(43) 5(37) 16(4.49)

Os valores sdo apresentados na forma de frequéncia e porcentagem.
O p-valor é referente ao teste de homogeneidade entre os hapl6tipos dos eutréficos e obesos.

71



Tabela 24: Anélise de fator de risco dos haplétipos do gene ADIPOQ.

Fator de Amostra
) Total
risco
AG 11 23 34
Outros 261 193 454
Total 272 216 488
Odd Ratio 0,36
IC 95% 0,18 0,74
2 7,70
P 0,005

4.2.2- Gene RARRES?2

4.2.2.1 Polimorfismo rs17173608 (c.280-494T>G)

As amostras foram analisadas para o polimorfismo rs17173608 localizado no intron 3 do
gene RARRES2, pela técnica de PCR em tempo real utilizando sondas Tagman. Alguns dos
resultados obtidos podem ser visualizados no grafico multicomponente (Figura 29) e no de
discriminacdo alélica (Figura 30).
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Figura 29: Gréaficos multicomponentes dos resultados obtidos pela andlise do polimorfismo rs17173608 do gene
RARRES2. O fluoréforo FAM (azul) detecta o alelo T, o VIC o alelo G e 0 ROX € a referéncia passiva. A)
homozigoto selvagem (TT), B) homozigoto mutado (GG) e C) heterozigoto (TG).
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Figura 30: Gréfico de Discriminagdo Alélica do polimorfismo rs17173608 do gene RARRES2. Cada circulo
representa o0 genétipo de um individuo. Todos os circulos azuis sdo individuos homozigotos selvagens (TT), os
verdes sdo os heterozigotos (TG) e os vermelhos sdo os homozigotos mutados (GG). O x representa individuos que
ndo amplificaram corretamente, ndo conseguindo ser analisados pelo programa; o quadrado preto é o controle
negativo.

As frequéncias genotipicas e alélicas foram obtidas por contagem direta (Tabela 25).
Neste polimorfismo, 0 homozigoto mutado (GG) € raro, ndo sendo encontrado em nenhum
eutrofico. Ademais, a amostra € homogénea, pois estas frequéncias ndo diferiram entre os dois
grupos analisados, sugerindo que este SNP néo esta associado ao desenvolvimento de obesidade
(genotipica: X(Z)Z: 3,47; p=0,18; alélica: X(l)z: 0,009; p=0,92). Com relagédo a Teoria de Hardy-
Weinberg, o grupo de eutroficos esta em equilibrio (X(Z)Z: 0,89; p= 0,64), mas 0s genotipos dos

obesos apresenta um desvio da distribuicdo esperada (X(z)Z: 5,93; p=0,05).

Tabela 25: Frequéncia genotipica, alélica e associacdo do polimorfismo rs17173608 do gene
RARRES2 a obesidade.

] Grupos
Genética : P
Total Eutroficos Obesos

Genotipo
TT 207 (84,8) 90(83,3) 117 (86,0)
TG 34 (13,9) 18 (16,7) 16 (11,8) 0,18

GG 3(1,2 0 (0,0 3(2,2)
Alelos
T 0,918 0,917 0,919
0,92
G 0,082 0,083 0,081

Os valores sdo apresentados na forma de frequéncia e porcentagem.
O p-valor é referente ao teste de homogeneidade entre os gendtipos e alelos dos eutrdficos e obesos.
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As medidas obtidas dos pardmetros antropométricos e hemodindmicos permitiram
analisar a variabilidade destes fatores em relagéo ao polimorfismo estudado na amostra como um
todo (Tabela 26). Devido a raridade do homozigoto mutado (GG), as analises foram realizadas
utilizando o modelo dominante (TT versus TG+GG).

Tabela 26: Variagdo dos parametros antropomeétricos, pressoricos e bioquimicos em relacéo ao
polimorfismo rs17173608 do gene RARRES2 na amostra total.

Gendtipos
n TT n TG+GG P
Peso 207 98,08+38,53 37 94,77+39,16 0,75
IMC (kg/m2) 207 35,3 (22,8; 46,7) 37 31,4 (23,1; 45,3) 0,87
Circ. Abdominal (cm) 206 109,8 (82,9; 136,3) 36 103,5 (78,3; 130,5) 0,32
Circ. de quadril (cm) 206 116,5 (99,0; 141,3) 36 115,3(102,3; 141,9) 0,67
Razéo cintura/quadril (cm) 206 0,91 (0,83; 0,98) 36 0,86 (0,80; 0,92) 0,01
iIMC (cm?/kg) 206 128,7 (105,2; 149,5) 36 119,2 (109,2; 135,7) 0,28
PAS (mmHg) 160 125,73+20,14 25 128,04+20,14 0,28
PAD (mmHg) 160 80,78+14,46 25 83,60+13,67 0,80
Glicose (mg/dL) 153 92,0 (85,5; 101,0) 27 95,0 (90,0; 105,0) 0,12
Colesterol total (mg/dL) 175 191,22+40,04 31 199,87+46,46 0,22
HDL - Colesterol (mg/dL) 175 51,0 (44,0; 64,0) 31 54,0 (44,0; 60,0) 0,97
LDL - Colesterol (mg/dL) 172 113,4+34,01 29 113,40+34,01 0,61
VDL - Colesterol (mg/dL) 172 20,0 (15,0; 28,0) 29 23,0 (15,4; 34,0) 0,53
Triglicerideos (mg/dL) 175 104,0 (75,0; 146,0) 31 118,0 (80,0; 177,0) 0,30
Proteina C reativa (mg/dL) 118 0,72 (0,28; 1,50) 22 0,77 (0,26; 1,24) 0,74
Hemoglobina Glicada (%) 98 4,8 (4,5;5,5) 20 5,0 (4,6;5,2) 0,92

Legenda: PAS — pressdo arterial sistélica; PAD — pressdo arterial diastélica; IMC — indice de massa corpéreo; ilMC
— indice de massa corporal invertido

Nota: Os valores representam média + desvio padrdo para varidveis com distribui¢do normal ou mediana (percentil
25; percentil 75), para varidveis sem distribuicdo normal.

O p-valor é referente as diferencas entre as medias (varidveis com distribui¢do normal) ou medianas (variaveis sem
distribuicdo normal).

Os resultados apontam que o polimorfismo influencia no comportamento da RCQ na
amostra, sendo que a combinacdo dos heterozigotos (TG) com os homozigotos mutados (GG) se

associaram as menores razdes quando comparado aos homozigotos selvagens (Gréfico 6).
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Grafico 6: Comportamento da razdo cintura-quadril em relacdo ao polimorfismo rs17173608 do
gene RARRES2 na amostra total.

0,95
E
)
E
','E o1
Z 090
g
=
et
=
G
-
g 0,86
- 085
-
[}
-
i)
-
2 p=0,01
0,80
1 TG+GG

Posteriormente, analisamos a variacdo dos fatores estudados com relacdo ao
polimorfismo rs17173608 no grupo de eutroficos (Tabela 27). Devido a auséncia dos
homozigotos mutados (GG), os célculos estatisticos foram baseados apenas no homozigoto

selvagem (TT) e heterozigoto (TG).
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Tabela 27: Diferenga dos pardmetros antropométricos, pressoricos e bioquimicos em relacdo ao
polimorfismo rs17173608 do gene RARRES2 na amostra de eutroficos.

Gendtipos b
n TT n TG
Peso 90 63,14+9,51 18 61,28+8,04 0,44
IMC (kg/m2) 90 20,9 (22,5; 23,8) 18 23,1(20,1; 24,0) 0,47
Circ. Abdominal (cm) 90 82,0 (74,0; 86,0) 18 78,5 (76,0; 85,0) 0,72
Circ. de quadril (cm) 90 98,0 (94,0; 101,6) 18 102,5 (94,9; 104,0) 0,05
Razdo cintura/quadril (cm) 90 0,83 (0,78; 0,89) 18 0,81 (0,75; 0,84) 0,18
iIMC (cm?/kg) 90 104,0 (93,8; 112,6) 18 109,2 (97,4; 121,8) 0,62
PAS (mmHg) 81 116,11+11,04 15 119,20+18,60 0,38
PAD (mmHg) 81 75,9649,61 15 79,0+12,46 0,29
Glicose (mg/dL) 85 88,0 (83,0; 95,5) 16 93,5 (90,0; 96,8) 0,04
Colesterol total (mg/dL) 85 182,53+32,70 16 192,06+47,04 0,32
HDL - Colesterol (mg/dL) 85 61,0 (47,5; 69,5) 16 59,0 (46,5; 67,0) 0,61
LDL - Colesterol (mg/dL) 85 104,21+29,47 15 110,76+41,46 0,46
VDL - Colesterol (mg/dL) 85 16,0 (13,1; 22,0) 15 17,2 (14,0; 23,6) 0,61
Triglicerideos (mg/dL) 85 79,0 (66,5; 108,0) 16 88,0 (69,8; 127,0) 0,35
Proteina C reativa (mg/dL) 35 0,20 (0,07; 0,31) 8 0,15 (0,02; 0,71) 0,87
Hemoglobina Glicada (%) 35 4,7 (4,5; 4,9) 9 5,0(4,4;5,1) 0,47

Legenda: PAS — pressdo arterial sistélica; PAD — pressdo arterial diastélica; IMC — indice de massa corpéreo; ilMC
— indice de massa corporal invertido

Nota: Os valores representam média * desvio padrdo para variaveis com distribuicdo normal ou mediana (percentil
25; percentil 75), para variaveis sem distribuicdo normal.

O p-valor é referente as diferencas entre as médias (variaveis com distribuicdo normal) ou medianas (varidveis sem
distribuicdo normal).

Na amostra de eutroficos, encontramos que os individuos heterozigotos (TG) possuem
medianas maiores da circunferéncia de quadril (Grafico 7) e nos niveis de glicose (Grafico 8)

quando comparados aos homozigotos selvagens (TT).
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Grafico 7: Comportamento da circunferéncia do quadril em relacdo ao polimorfismo
rs17173608 do gene RARRES2 nos eutrdficos.
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Gréfico 8: Variacdo dos niveis de glicose em relacdo ao polimorfismo rs17173608 do gene
RARRES2 nos eutréficos.
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Na tabela 28, mostramos as diferencas nos valores das variaveis estudadas entre os
genotipos na amostra de obesos. Devido a raridade do homozigoto mutado (GG), as analises foram

realizadas utilizando o modelo dominante (TT versus TG+GG).
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Tabela 28: Variacdo dos pardmetros antropométricos, pressoricos e bioquimicos em relagdo ao
polimorfismo rs17173608 do gene RARRES2 na amostra de obesos.

Gendtipos
n TT n TG+GG i
Peso 117 124,96+29,84 19 126,51+28,65 0,68
IMC (kg/m2) 117 45,3 (39,4; 51,4) 19 45,2 (40,6; 51,0) 0,77
Circ. Abdominal (cm) 116 133,0(121,1;1459) 18  128,0(115,1; 143,1) 0,44
Circ. de quadril (cm) 116 140,5(128,0; 150,0) 18  141,8(130,5; 157,3) 0,34
Raz&o cintura/quadril (cm) 116 0,97 (0,91; 1,01) 18 0,91 (0,86; 0,95) <0,01
iIMC (cm?/kg) 116 147,1(132,5;160,9) 18  131,0(118,4; 150,2) 0,03
PAS (mmHg) 79 135,59+22,52 10 141,30+24,14 0,96
PAD (mmHg) 79 85,72+16,82 10 90,5+13,0 0,37
Glicose (mg/dL) 68 97,0 (89,0; 108,0) 11 102,0 (90,0; 109,0) 0,79
Colesterol total (mg/dL) 90 199,43+44,55 15 208,1+45,95 1,00
HDL - Colesterol (mg/dL) 90 48,0 (41,8; 54,3) 15 51,0 (44,0; 54,0) 0,71
LDL - Colesterol (mg/dL) 87 122,39+35.86 14 122,29+30,0 0,48
VDL - Colesterol (mg/dL) 87 25,0 (18,0; 34,0) 14 32,5(19,0; 37,0) 0,46
Triglicerideos (mg/dL) 90 128,0 (89,8; 180,5) 15 168,0 (97,0; 186,0) 0,37
Proteina C reativa (mg/dL) 83 1,19 (0,56; 1,93) 14 0,92 (0,65; 1,76) 0,88
Hemoglobina Glicada (%) 63 5,1(4,6; 5,6) 11 5,1(4,6;5,7) 0,88

Legenda: PAS — pressdo arterial sistélica; PAD — pressdo arterial diastélica; IMC — indice de massa corpéreo; ilMC
— indice de massa corporal invertido

Nota: Os valores representam média * desvio padrdo para variaveis com distribuicdo normal ou mediana (percentil
25; percentil 75), para variaveis sem distribuicdo normal.

O p-valor é referente as diferencas entre as médias (variaveis com distribuicdo normal) ou medianas (variaveis sem
distribuicdo normal).

Na amostra de obesos, a combinacdo dos heterozigotos (TG) e homozigotos mutados
(GG) foram associados a diminuicdo da RCQ (Grafico 9) e do iIMC (Gréafico 10), quando

comparado aos homozigotos selvagens (TT).
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Grafico 9: Comportamento da razéo cintura/quadril em relacdo ao polimorfismo rs17173608 do
gene RARRES?2 nos obesos.
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Grafico 10: Variagcdo do indice de massa corporeo invertido em relagdo ao polimorfismo
rs17173608 do gene RARRES2 nos obesos.
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Analises do polimorfismo rs17173608 em relacdo a presenca de DT2, hipertensdo e SM
na amostra de obesos sdao mostradas na tabela 29. Como podemos observar, ndo foi encontrada

associacdo destas patologias nos obesos com o polimorfismo estudado.
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Tabela 29: Influéncia do polimorfismo rs17173608 do gene RARRES2 no desenvolvimento das
caracteristicas clinicas da amostra.

Obesos
) Diabetes
Genotipo : P
Sim Nao
n % N %
TT 29 85,3 87 86,1
0,51
TG+GG 5 14,7 14 13,9
Hipertensdo
Sim Nao
n % N %
TT 75 86,2 42 85,7
0,97
TG+GG 12 13,8 7 14,3
Sindrome Metabdlica
Sim Nao
n % N %
TT 67 83,8 28 93,3
0,46
TG+GG 13 16,3 2 6,7

Nota: Os dados mostram os nimeros de observacdes e a porcentagem.
O P-valor é referente ao teste x* com dois graus de liberdade.
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4.2.2.2 Polimorfismo rs4721 (¢.515+281T>G)

As amostras também foram analisadas para o polimorfismo rs4721 do gene RARRES?2.
Este polimorfismo esta localizado na regido 3'UTR e corresponde a troca de uma timina por
guanina. A técnica de PCR em tempo real foi usada para a genotipagem dos individuos (Figura
31e32).
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Figura 31: Gréficos Multicomponentes do polimorfismo rs4721 do gene RARRES2. O eixo y representa a
fluorescéncia do fluoréforo e o eixo x o numero de ciclos. A curva azul € o aumento de fluorescéncia FAM, que esta
ligado a uma sonda que anela ao alelo T e o verde é o aumento da fluorescéncia VIC que esté ligado a uma sonda
complementar ao alelo G. O grafico A representa um homozigoto selvagem (TT), o B um homozigoto mutado (GG)
e 0 C representa um heterozigoto (TG).

81



[}
ﬁ 1.0 L]
= 0.8 ®

0.6

0.4

0.2

— N [ ] L
0.2 0.4 0.8 0.8 1.0 12 1.4
Allele 1

Figura 32: Gréfico de Discriminacdo Alélica do polimorfismo rs4721 do gene RARRES2. Os circulos representam
individuos e cada “cluster” de uma cor representa os genoétipos deles. O “cluster” com circulos azuis sdo os
homozigotos selvagens (TT), os com verde sdo os heterozigotos (TG) e os com vermelho sdo 0s homozigotos
mutados (GG). O quadrado é o controle negativo.

As frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo s&o mostradas na tabela 30. O
genotipo do heterozigoto (TG) foi o mais frequente tanto nos eutroficos (46,3%) quanto nos
obesos (53,7%). E o alelo mutado (T) também foi o mais frequente com 0,57% e 0,53%,
respectivamente. Ndo encontramos diferencas significativas nas frequéncias analisadas entre 0s
grupos (genotipicas: X(2)2= 2,17; p=0,34 e alélicas X(l)zz 1,13; p= 0,29), sugerindo que este
polimorfismo ndo esté diretamente associado ao desenvolvimento de obesidade (p>0,05). Além
disso, calculos estatisticos foram realizados para verificar se as amostras estavam em equilibrio
genético, sendo observado que ambos estavam de acordo com a teoria (obesos: x(2)2= 0,31; p=0,86 e

controles °= 0,79; p= 0,67) (Tabela 30).
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Tabela 30: Frequéncia genotipica, alélica e associacdo do polimorfismo rs4721 do gene
RARRES2 a obesidade.

. Grupos
Genetica __ p
Total Eutroficos  Obesos

Gendtipo
TT 72 (29,5) 37(34,3) 35(25,7)
TG 123 (50,4) 50(46,3) 73(53,7) 0,34
GG 49 (20,1) 21(19,4) 28(20,6)

Alelos
T 0,55 0,57 0,53
0,29
G 0,45 0,43 0,47

Os valores sdo apresentados na forma de frequéncia e porcentagem.
O p-valor é referente aos testes de homogeneidade entre os genotipos e alelos dos eutréficos e obesos.

Os valores dos pardmetros antropométricos e hemodindmicos sdo mostrados de acordo

com os gendtipos do polimorfismo rs4721 na amostra como um todo (Tabela 31).
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Tabela 31: Variacdo dos pardmetros antropométricos, pressoricos e bioquimicos em relagdo ao
polimorfismo rs4721 na amostra total.

Gendtipos
n TT n TG n GG P
Peso 72 94,28+41,63 123 100,03+38,15 49 96,28+35,09 0,59
IMC (kg/m2) 72 36,1(24,5;489) 123 36,1(22,5;47,2) 49 39,3(23,1;48,9) 0,3
Circ. Abdominal (cm) 71 114,0(86,0;140,0) 123 110,0(84,6;133,6) 48 118,0(83,0;142,5) 0,35
Circ. de quadril (cm) 71 128,0(104,5; 143,0) 123 115,8(100,9; 142,0) 48 126,0(102,0; 150,0) 0,24
Razdo cintura/quadril (cm) 71 0,94 (0,84;1,02) 123 0,90(0,82;0,96) 48 0,89(0,83;0,97) 0,34
iIMC (cm?/kg) 71 129,8(111,6; 148,4) 123 123,2 (106,5; 146,1) 48 125,0(105,7; 146,9) 0,59
PAS (mmHg) 56 121,11+£19,13 95 129,94+21,30 34 123,29+18,89 0,03
PAD (mmHg) 56 78,75+12,81 95 83,0+15,80 34 80,0+11,98 0,19
Glicose (mg/dL) 61 92,0(88,0;103,00 85 97,0(88,0;103,45) 34 96,0(91,0;108,0) 0,12

Colesterol total (mg/dL) 66 185,30+36,97 102 195,75+44,20 38 196,39+38,35 0,22
HDL - Colesterol (mg/dL) 66  48,0(43,0;56,0)0 102 50,0 (45,0;61,00 38 46,0(41,0;550) 0,69
LDL - Colesterol (mg/dL) 65 108,22+34,46 98 115,73+34,59 38 118,51+32,62 0,25
VDL - Colesterol (mg/dL) 65 21,0(16,0;29,0) 98 22,0(16,0;32,3) 38 20,0(14,0;250) 0,25
Triglicerideos (mg/dL) 66 104,0(80,0;146,0) 102 111,0(79,0;160,0) 38 104,0(80,0;146,0) 0,16
Proteina C reativa (mg/dL) 37 0,49 (0,21;1,71) 75 0,65(0,26;1,16) 28 0,95(0,20;1,61) 0,76
Hemoglobina Glicada (%) 33 4,94+0,64 61 5,16+0,92 24 4,97+0,78 0,53

Legenda: PAS — pressdo arterial sistdlica; PAD — pressao arterial diastolica; IMC — indice de massa corpdreo; ilMC
— indice de massa corporal invertido

Nota: Os valores representam média * desvio padrao para variaveis com distribuicdo normal ou mediana (percentil
25; percentil 75), para variaveis sem distribuicdo normal.

O p-valor é referente as diferencas entre as médias (varidveis com distribuicdo normal) ou medianas (variaveis sem
distribuicdo normal).

Na andlise mostrada anteriormente, observamos que os individuos heterozigotos (TG)
apresentam as maiores medianas da pressdo arterial sistolica quando comparado aos
homozigotos (TT e GG) (Gréfico 11).
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Grafico 11: Variaces nas medianas da pressdo arterial sistélica em relacdo ao polimorfismo
rs4721 do gene RARRES?2 na amostra total.
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Para avaliagdes mais aprofundadas utilizando apenas os eutréficos (Tabela 32), nédo
foram encontrados resultados significativos da associacdo do polimorfismo com as variaveis

quantitativas estudadas (p>0,05).
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Tabela 32: Diferengas dos pardmetros antropomeétricos e hemodindmicos em relacdo ao
polimorfismo rs4721 do gene RARRES2 nos eutroficos.

Gendtipos
N TT n TG n GG P
Peso 37 61,99+9,68 50 63,60+9,47 21 62,46+8,26 0,72
IMC (kg/m2) 37 231(221;245) 50 22,2(20,6;231) 21 22,9(20,7;233) 0,59
Circ. Abdominal (cm) 37 83,8(754;881) 50 825(76,0;885) 21 80,0(76,0;845) 0,42
Circ. de quadril (cm) 37 100,5(98,0; 104,6) 50 99,8(98,3;104,8) 21 100,3(93,5;105,0) 0,28
Raz&o cintura/quadril (cm) 37 0,84 (0,77;0,88) 50 0,82(0,78;0,84) 21 0,81(0,77;0,83) 0,93
iIMC (cm?/kg) 37 109,7(92,2;116,9) 50 106,3(99,0;112,9) 21 103,1(92,5;112,3) 0,64
PAS (mmHg) 35 114,40+14,38 44 117,39+10,27 17 119,06+13,34 0,38
PAD (mmHg) 35 74,34+9,33 44 77,82+11,01 17 77,1848,85 0,30
Glicose (mg/dL) 36 88,83+8,10 47 90,72+10,34 18 90,50+7,23 0,64

Colesterol total (mg/dL) 36 180,25+36,87 47 182,77+31,48 18 194,94+40,82 0,34
HDL - Colesterol (mg/dL) 36 52,0 (48,8;733) 47 60,0(46,0;69,00 18 55,0(450;59,0) 0,58
LDL - Colesterol (mg/dL) 36 100,91+35,96 46 104,60+26,24 18 115,24+33,28 0,29
VDL - Colesterol (mg/dL) 36  18,5(13,5;21,3) 46 18,0(14,0;250) 18 150(123;21,5) 0,69
Triglicerideos (mg/dL) 36 94,0(66,5;1050) 47 89,5(70,3;1245) 18 76,5(62,3;106,5) 0,64
Proteina C reativa (mg/dL) 10 0,22 (0,16;0,37) 25 0,22(0,04;0,39) 8  0,08(0,02;0,28) 0,29
Hemoglobina Glicada (%) 10 4,7 (4,4;5,0) 26 4,6 (4,5;4,8) 8 4,7 (4,3; 5,0) 0,95

Legenda: PAS — pressdo arterial sistdlica; PAD — pressao arterial diastolica; IMC — indice de massa corpdreo; ilMC
— indice de massa corporal invertido

Nota: Os valores representam média + desvio padrao para variaveis com distribuicdo normal ou mediana (percentil
25; percentil 75), para variaveis sem distribuicdo normal.

O p-valor é referente as diferencas entre as médias (varidveis com distribuicdo normal) ou medianas (variaveis sem
distribuicdo normal).

Na amostra de obesos, também ndo encontramos resultados estatisticamente
significativos na variabilidade dos fatores quantitativos estudados em relacdo ao polimorfismo
rs4721 (Tabela 33). Apenas uma tendéncia de aumento dos niveis de pressao arterial sistélica

nos individuos heterozigotos (TG), quando comparado aos homozigotos (TT e GG).
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Tabela 33: Parametros antropométricos e hemodindmicos em relacdo ao polimorfismo rs4721 do
gene RARRES2 na amostra de obesos.

Gendtipos
n TT N TG n GG P
Peso 35 128,40+34,45 73 124,98+29,19 28 121,64+24,12 0,67
IMC (kg/m2) 35 405(357;51,4) 73 46,0(40,4;51,3) 28  47,3(39,3;50,7) 0,9
Circ. Abdominal (cm) 34 127,0(112,9; 152,8) 73 130,0(118,3; 143,5) 27 138,0(118,0; 146,0) 0,76
Circ. de quadril (cm) 34 136,0(126,9; 151,5) 73 138,0(124,5; 148,8) 27 141,5(126,0; 156,0) 0,95
Razdo cintura/quadril (cm) 34 0,98(0,89;1,04) 73  0,94(0,89;1,00 27  0,92(0,86;1,0) 0,34
iIMC (cm?/kg) 34 140,3(126,8; 158,5) 73 139,8 (125,1; 153,8) 27 142,5(125,0; 154,2) 0,83
PAS (mmHg) 21 132,29+21,10 51 140,76x22,46 17 127,53+22,80 0,07
PAD (mmHg) 21 86,10+14,57 51 87,47+17,92 17 82,82+14,17 0,61
Glicose (mg/dL) 25 92,0(88,3;104,5) 38 98,5(91,3;108,3) 16 107,0(88,0;112,0) 0,29
Colesterol total (mg/dL) 30 191,37+36,80 55 206,85+50,38 20 197,70+37,01 0,3
HDL - Colesterol (mg/dL) 30 45,5(40,8;49,8) 55 47,5(428;523) 20 46,0(40,0;52,0) 0,74
LDL - Colesterol (mg/dL) 29 117,28+30,74 52 125,57+38,18 20 121,45+32,59 0,59
VDL - Colesterol (mg/dL) 29 24,0(17,0;32,3) 52 245(18,0;378) 20 24,0(19,0;27,00 0,33
Triglicerideos (mg/dL) 30 120,0(85,5;162,3) 55 122,0(89,8;189,5) 20 121,0(96,0;136,0) 0,26
Proteina C reativa (mg/dL) 27 0,73(0,33;2,09) 50 1,06(0,73;1,41) 20 1,45(0,81;1,93) 0,7
Hemoglobina Glicada (%) 23 5,0 (4,5; 5,6) 35 5,2 (4,8; 5,8) 16 4,8 (4,5;5,9) 0,28

Legenda: PAS — pressdo arterial sistdlica; PAD — pressao arterial diastolica; IMC — indice de massa corpéreo; ilMC
— indice de massa corporal invertido
Nota: Os valores representam média * desvio padrao para variaveis com distribuicdo normal ou mediana (percentil

25; percentil 75), para variaveis sem distribuicdo normal.

O p-valor é referente as diferencas entre as médias (variaveis com distribuicdo normal) ou medianas (varidveis sem

distribuicdo normal).

Este polimorfismo rs4721 tambem foi analisado em relacdo a presenca da DT2,

hipertensdo e SM na amostra de obesos, 0s resultados brutos sdo mostradas na tabela 34.
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Tabela 34: Associacdo do polimorfismo rs4721 do gene RARRES2 com as caracteristicas
clinicas da amostra.

Obesos
_ Diabetes
Genotipo : P
Sim Nao
N % N %
TT 5 14,7 29 28,7
TG 24 70,6 49 48,5 0,08
GG 5 14,7 23 22.8

Hipertenséo

Sim N&o
N % N %
TT 20 23,0 10 20,4
TG 49 56,3 24 49,0 0,60
GG 18 20,7 15 30,6

Sindrome Metabdlica

Sim Nao
N % N %
TT 20 25,0 11 36,7
TG 43 53,8 15 50,0 0,40
GG 17 21,3 4 13,3

Nota: Os dados mostram 0s nimeros de observacgdes e a porcentagem.
O P-valor é referente ao teste x* com dois graus de liberdade.

Na amostra de obesos encontramos uma tendéncia de aumento de heterozigotos (TG)
com diabetes, quando comparados aos homozigotos selvagens (TT) e mutados (GG) (Tabela 35).
Analises adicionais, combinando os homozigotos (TT e GG) contra os heterozigotos (TG),
mostraram que este Gltimo gendtipo aumenta mais de duas vezes a probabilidade dos obesos
desenvolverem DT2, agindo como um fator de risco (Odd Ratio [OR] = 1,94; intervalo de
confianca de 95% [IC] = 1,08-3,49). No entanto, ndo foram observadas diferencas significativas

nas frequéncias alélicas (X(1)2:0,18; p=0,56).
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Tabela 35: Anélise do fator de risco dos obesos desenvolverem diabetes com relagéo.

Fator de Diabetes
. Total
risco
TG 24 49 73
TT+GG 10 52 62
Total 34 101 135
Odd Ratio 2,55
I1C 95% 1,14 5,71
o 5,15
D 0,02

4.2.2.3 — Haplétipos entre os polimorfismos do gene RARRES?2

Os polimorfismos rs17173608 e rs4721 do gene RARRES2 foram analisados em relacao a
composicdo haplotipica, e as frequéncias sao mostradas na tabela 36. Os resultados mostraram
um aumento do haplétipo TG em obesos (40,9%), quando comparado aos eutréficos (35,4%),
mas esta diferenca ndo foi significativa (y)°= 1,43; p= 0,63). Apesar disto, observamos que 0s
alelos estavam em desequilibrio de ligacdo, tendo um aumento do haplétipo TT (eutroficos:

Y@= 14,72; p<0,01; obesos: x(°= 9,66; p= 0,02) nas amostras.
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Tabela 36: Frequéncias haplotipicas dos polimorfismos rs17173608 e rs4721 do gene RARRES2
e associacao a obesidade.

Grupos
Haplétipos i P
Total Eutroficos  Obesos
TT 263 (53,9) 122 (56,2) 141 (51,0)
TG 185 (37,9) 76 (35,4) 111 (40,9)
GT 3(0,6) 1(0,7) 4 (1,6)
GG 37 (7,6) 17 (7,6) 18 (6,5)

Os valores sdo apresentados na forma de frequéncia e porcentagem.
O p-valor é referente ao teste de homogeneidade entre os haplétipos dos eutroficos e obesos.

0,63

4.2.3- Gene PGCl-a

4.2.3.1- Polimorfismo rs8192678 (c.+1564G>A)

As amostras foram analisadas para o polimorfismo rs8192678, localizado no exon 8 do
gene PGC1-A. Este polimorfismo acarreta na troca do nucleotideo guanina por adenina,
produzindo um aminoacido serina ao inves de uma glicina, que tem sido associado a diversas
comorbidades. Os genoétipos dos individuos foram obtidos através do PCR em tempo real e
alguns dos resultados podem ser vistos no grafico de multicomponente (Figura 33) e de

discriminacéo alélica (Figura 34).
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Figura 33: Gréficos Multicomponentes do polimorfismo rs8192678 do gene PGClA. O eixo y indica a
fluorescéncia do fluoréforo e o eixo x o numero de ciclos. A curva verde indica a fluorescéncia do VIC, que esta
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ligado a uma sonda que anela ao alelo G (selvagem) e a azul é a fluorescéncia do FAM que esta acoplado a uma
sonda complementar ao alelo A (mutado). O grafico A representa um homozigoto selvagem (GG), o B um
homozigoto mutado (AA) e o C representa um heterozigoto (GA).
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Figura 34: Grafico de Discriminagdo Alélica do polimorfismo rs8192678 do gene PGC1A. O “cluster” com circulos
azuis representa os individuos homozigotos mutados (AA), o com circulos verdes indica os heterozigotos (GA) e o
com circulos vermelhos sdo os homozigotos selvagens (GG).

As frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo rs8192678 sdo mostradas na tabela
37. O grupo de obesos apresentou um aumento na frequéncia do homozigoto selvagem (GG) em
relacdo aos controles, mas estes valores ndo foram significativos (X(2)2= 1,79; p=0,41). As
frequéncias dos alelos foram muito similares entre 0s grupos, mostrando que as amostras sao
homogéneas (x(l)zz 0,11; p= 0,73). Nas analises de equilibrio de Hardy-Weinberg foram
observados que ambos os grupos estavam em equilibrio, como podemos observar nos resultados

dos qui-quadrados para os obesos (3= 0,28; p= 0,87) e eutroficos (x@°= 1,54; p= 0,46).
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Tabela 37: Frequéncia genotipica, alélica e associacdo do polimorfismo rs8192678 do gene
PGC1A ao fendtipo de obesidade.

» Grupos
Genética

Total Eutréficos  Obesos

Genotipo
GG 127 (52,0) 53 (49,1) 74 (54,4)
GA 100 (41,00 49(454) 51(37,5) 041

AA 17 (7) 6 (5,6) 11 (8,1)
Alelos
G 0,73 0,72 0,73
0,73
A 0,27 0,28 0,27

Os valores sdo apresentados na forma de frequéncia e porcentagem.
O p-valor é referente aos testes de homogeneidade entre os genotipos e alelos dos eutréficos e obesos.

Os comportamentos das variaveis antropométricas, pressoricas e bioquimicas foram
organizados de acordo com o polimorfismo rs8192678, para que possamos analisar a influencia

dos gendtipos na amostra como um todo (Tabela 38).
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Tabela 38: Diferencas dos pardmetros antropomeétricos e hemodindmicos em relacdo ao
polimorfismo rs8192678 do gene PGC1A na amostra total.

Gendtipos
n GG n GA n AA P
Peso 127 97,36+39,34 100 96,98+37,20 17 102,67+42,49 0,85
IMC (kg/m2) 127 35,6(22,9;46,3) 100 31,5(23,1;46,1) 17 39,1(21,4;51,9) 0,85
Circ. Abdominal (cm) 126 111,8(82,0;133,6) 99 100,0(82,0;138,0) 17 125,0(83,5;144,0) 0,81
Circ. de quadril (cm) 126 118,5(99,9; 142,0) 99 113,0(99,0;141,0) 17 130,5(98,5; 155,0) 0,57
Razdo cintura/quadril (cm) 126 0,91 (0,82;0,97) 99 0,91(0,83;0,97) 17 0,89(0,83;0,98) 0,88
ilMC (cmzlkg) 126 127,0(108,8; 147,3) 99 118,5(103,2;147,2) 17 133,8(113,7; 158,0) 0,27
PAS (mmHg) 94 124,39+19,70 76 126,36+20,88 15 124,80+23,04 0,19
PAD (mmHg) 94 80,99+13,29 76 79,47+14,31 15 90,80+17,96 0,02
Glicose (mg/dL) 95 93,0(87,0;102,0) 75 92,0(86,0;101,00 10 88,0(80,0;99,8) 0,37
Colesterol total (mg/dL) 109 198,85+43,95 83 188,33+37,11 14 168,14+27,65 0,01
HDL - Colesterol (mg/dL) 109 52,0(44,5;64,5) 83 50,0(44,0;61,00 14 535(42,3;638) 0,61
LDL - Colesterol (mg/dL) 107 118,68+38,35 81 111,50+27,05 13 88,32+27,09 0,01
VDL - Colesterol (mg/dL) 107 23,0(12,0;39,5) 81 21,0(15,0;29,0) 13 25,0(13,9;36,5) 0,83
Triglicerideos (mg/dL) 109 114,0(58,5;197,0) 83 108,0(75,0;148,0) 14 131,5(71,3;191,0) 0,68
Proteina C reativa (mg/dL) 81 0,26 (0,20; 0,57) 49 0,72(0,26;1,51) 10 0,48(0,25;1,08) 0,83
Hemoglobina Glicada (%) 70 4,8 (4,5;5,5) 43 4,9 (4,6;5,6) 5 4,5 (4,3; 4,9) 0,18

Legenda: PAS — pressdo arterial sistdlica; PAD — pressao arterial diastolica; IMC — indice de massa corpdreo; ilMC

— indice de massa corporal invertido; PCR — proteina C reativa

Nota: Os valores representam média * desvio padrao para variaveis com distribuicdo normal ou mediana (percentil
25; percentil 75), para variaveis sem distribuicdo normal.
O p-valor é referente as diferencas entre as médias (variaveis com distribuicdo normal) ou medianas (varidveis sem

distribuicdo normal).

Observou-se que o polimorfismo influencia na variabilidade da pressao arterial diastolica

(Gréfico 12), do colesterol total (Grafico 13) e do LDL colesterol (Grafico 14). Posteriormente,

foi realizado o Post Hoc de Tukey, o que indica que nestes casos a média do gendtipo homozigoto

mutado (AA) difere do heterozigoto (GA) e do homozigoto selvagem (GG). No caso da PAD, ha um

aumento dos niveis desta pressdo na presenca do homozigoto mutado (AA). Enquanto que para o

colesterol total e 0 LDL colesterol, a presenca do alelo A diminui as suas concentracdes. Para as

outras variaveis os resultados ndo foram estatisticamente significativos (p>0,05).
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Gréfico 12: Influéncia do polimorfismo rs8192678 do gene PGC1A na presséo arterial diastdlica
na amostra total.
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Gréfico 13: Influéncia do polimorfismo rs8192678 do gene PGC1A na variacdo do colesterol
total na amostra total.
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Grafico 14: Influéncia do polimorfismo rs8192678 do gene PGC1A nas diferencas do LDL
colesterol na amostra total.
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As variaveis estudadas também foram analisadas com relacdo aos gendtipos no grupo de

eutréficos, como mostrado na tabela 39.
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Tabela 39: Variagdes nos parametros antropométricos, pressoricos e bioquimicos em rela¢éo ao
polimorfismo rs8192678 do gene PGC1A nos eutroficos.

Gendtipos
n GG n GA n AA P
Peso 53 60,7848,47 49 65,52+9,91 6 58,92+4,02 0,02
IMC (kg/m2) 53 22,5(20,6;23,6) 49 231(21,2;242) 6 21,1(19,7;223) 0,12
Circ. Abdominal (cm) 53 81,0(74,0;858) 49 82,0(755;863) 6  78,0(70,5;85,0) 0,46
Circ. de quadril (cm) 53 99,0(94,5;102,5) 49 99,0(93,3;102,0) 6 97,0(92,5;100,3) 0,69
Razdo cintura/quadril (cm) 53  0,81(0,78;0,88) 49 0,84(0,79;0,90) 6 0,79 (0,79; 0,85) 0,22
iIMC (cm?/kg) 53 107,0(95,0; 119,5) 49 104,0(94,0;110,2) 6 105,6 (105,6; 115,5) 0,31
PAS (mmHg) 46 116,61+14,82 44 116,86+9,57 6 114,50+13,14 0,91
PAD (mmHg) 46 76,76+11,16 44 75,98+8,69 6 77,33%£12,64 0,91
Glicose (mg/dL) 48 91,0(84,0;96,00 47 90,0(850;97,00 6  825(78,3;99.8) 0,45
Colesterol total (mg/dL) 48 192,17+37,48 47 177,70+£32,90 6 168,67+19,58 0,07
HDL - Colesterol (mg/dL) 48 62,0(52,0;72,3) 47 58,0(43,0;68,0) 6  63,0(52,5;728) 0,07
LDL - Colesterol (mg/dL) 47 110,19+35,26 47 102,92+26,59 6 83,83+27,13 0,12
VDL - Colesterol (mg/dL) 47  15,8(12,4;22,0) 47 17,0(14,0;22,8) 6  184(12,2;293) 0,62
Triglicerideos (mg/dL) 48 79,0(62,3;108,0) 47 86,0(69,0;114,00 6 91,5(60,3;146,0) 0,73
Proteina C reativa (mg/dL) 26  0,21(0,06;0,31) 14 0,16(0,03;0,41) 3  0,21(0,05;0,30) 0,54

Hemoglobina Glicada (%) 25 4,7 (4,5;5,0) 16 4,7 (4,1;5,0) 3 4,7 (4,5; 4,9) 0,83

Legenda: PAS — pressdo arterial sistdlica; PAD — pressao arterial diastolica; IMC — indice de massa corpdreo; ilMC
— indice de massa corporal invertido

Nota: Os valores representam média * desvio padrdo para variaveis com distribuicdo normal ou mediana (percentil
25; percentil 75), para variaveis sem distribuicdo normal.

O p-valor é referente as diferencas entre as médias (variaveis com distribuicdo normal) ou medianas (varidveis sem
distribuicdo normal).

Nos eutroficos, observamos um aumento de peso na presenca do alelo selvagem (G)
(Gréafico 15), principalmente nos heterozigotos (GA). Com relacdo ao colesterol total,
encontramos uma clara tendéncia de diminuicdo deste lipideo na presenca do alelo mutado (A)
quando comparado aos com alelo selvagem (G). Entretanto, para o HDL colesterol foi observado
que os heterozigotos (GA) tém uma tendéncia a ter os menores valores desta lipoproteina boa,
quando comparados aos homozigotos selvagens (GG) e mutados (AA). O pds-teste de Tukey nao
conseguiu descriminar qual ou quais 0s genotipos apresentam diferencas entre as médias do

peso.
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Grafico 15: Comportamento do peso em relagcdo ao polimorfismo rs8192678 do gene PGC1A
nos eutroficos.
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As diferencas das varidveis estudadas entre os genotipos do polimorfismo foram

analisadas nos obesos, como mostrado na tabela 40.
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Tabela 40: Variacdo entre os fatores quantitativos em relagdo ao polimorfismo rs8192678 do
gene PGC1A no grupo de obesos.

Gendtipos 5
n GG n GA n AA
Peso 74 123,56+30,85 51 127,21+27,26 11 126,54+33,25 0,79
IMC (kg/m2) 74 452(39,9;50,6) 51 454(38,7;51,8) 11  45,0(39,1;66,1) 0,84
Circ. Abdominal (cm) 73 130,0(118,5; 142,8) 50 137,5(122,7;148,3) 11 133,0(125,5; 154,0) 0,29
Circ. de quadril (cm) 73 141,0(127,3; 150,5) 50 141,0(130,2; 152,3) 11 138,0(130,5; 168,0) 0,65
Razdo cintura/quadril (cm) 73 0,94 (0,90;1,01) 50 0,97(0,92;1,01) 11 0,95(0,89;1,02) 0,7
ilMC (cmzlkg) 73 143,3(127,8; 158,9) 50 147,0(132,6;157,2) 11 149,5(133,8;164,5) 0,47
PAS (mmHg) 48 131,85+21,01 32 139,41+24,99 148,33+17,49 0,08
PAD (mmHg) 48 85,04+14,0 32 84,28+18,68 99,78+15,42 0,03
Glicose (mg/dL) 47 100,7(89,0; 108,0) 28 93,5(88,0; 111,3) 91,0 (86,5; 165,3) 0,54

9

9

4

Colesterol total (mg/dL) 61  204,11#4811 36  202,19+3814 8 167,75¢33,84 0,09
HDL - Colesterol (mg/dL) 61 47,0 (41,5;555) 36 485(44,0;52,8) 8  46,0(34,8;555) 0,76
LDL - Colesterol (mg/dL) 60  12533+39,64 34  12336+2319 7 92,17428,58 0,06
VDL - Colesterol (mg/dL) 60  250(18,0;34,00) 34 255(18,8;392) 7  29,8(150;37,00 0,77
Triglicerideos (mg/dL) 61 126,5(90,5;169,5) 36 134,0(96,3;199,5) 8 1635(90,0;273,5) 05
Proteina C reativa (mg/dL) 55 1,31(0,61;1,76) 35 10(0,60;1,94) 7  051(0,32;1,89) 0,37
Hemoglobina Glicada (%) 45  51(46;57) 27  51(47;58) 2 51(45;56) 022

Legenda: PAS — pressdo arterial sistolica; PAD — pressdo arterial diast6lica; IMC — indice de massa corp6reo; ilMC
— indice de massa corporal invertido.

Nota: Os valores representam média + desvio padrao para variaveis com distribuicdo normal ou mediana (percentil
25; percentil 75), para variaveis sem distribuicdo normal.

O p-valor é referente as diferencas entre as médias (variaveis com distribuicdo normal) ou medianas (varidveis sem
distribuicdo normal).

Na amostra de obesos, encontramos uma associacdo deste polimorfismo nas diferencas
da pressdo arterial diastolica e uma tendéncia na pressao arterial sistolica, no colesterol total e no
LDL colesterol (Tabela 40). O teste Post Hoc de Tukey indica que a média da pressdo arterial
diastélica nos homozigotos mutados (AA) difere dos heterozigotos (GA) e homozigoto selvagem
(GG) (Gréfico 16). Os resultados mostram que tanto a pressdo arterial diastolica como a sist6lica,
estavam aumentadas nos obesos homozigotos mutados (AA). Com relagdo ao colesterol total e ao
LDL colesterol, é visto o inverso, hd uma clara tendéncia de diminuicdo na presenca do alelo

selvagem (A), principalmente nos homozigotos (AA).
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Grafico 16: Variacdo da pressdo arterial diastolica em relacdo ao polimorfismo rs8192678 do
gene PGC1A nos obesos.
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As andlises de associacdo do polimorfismo rs8192678 com a presenca de DT2,
hipertensdo e SM ndo mostraram resultados significativos, como pode ser observado na tabela
41.
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Tabela 41: Correlacdo do polimorfismo rs8192678 do gene PGC1A na prevaléncia de DT2,
hipertensdo e SM nos obesos.

Obesos
_ Diabetes
Genotipo : P
Sim Nao
n % n %
GG 17 50,0 56 55,4
GA 12 35,3 39 38,6 0,27
AA 5 14,7 6 59

Hipertenséo

Sim N&o
n % n %
GG 45 51,7 29 59,2
GA 36 41,4 15 30,6 0,43
AA 6 6,9 5 10,2

Sindrome Metabdlica

Sim Nao
n % n %
GG 44 55,0 19 63,3
GA 30 37,5 8 26,7 0,56
AA 6 7,5 3 10,0

Nota: Os dados mostram 0s nimeros de observacgdes e a porcentagem.
O P-valor é referente ao teste x* com dois graus de liberdade.
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4.2.3.2 Polimorfismo rs3736265 (c.+1835G>A)

Todas as amostras foram investigadas para o polimorfismo rs3736265 do gene PGC1A.
Da mesma forma que os SNPs anteriores, este tambem foi testado por PCR em tempo real e

alguns dos resultados podem ser observados na figura 35 e 36.
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Figura 35: Gréaficos Multicomponentes do polimorfismo rs3736265 do gene PGC1A. O eixo y indica a
fluorescéncia do fluor6foro e o eixo x 0 numero de ciclos. A curva verde indica a fluorescéncia do VIC, que esta
ligado a uma sonda que anela ao alelo G (selvagem) e a azul é a fluorescéncia do FAM que esta acoplado a uma
sonda complementar ao alelo A (mutado). O gréfico A representa um homozigoto selvagem (GG), o B um
homozigoto mutado (AA) e o C representa um heterozigoto (GA).
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Figura 36: Grafico de Discriminagdo Alélica polimorfismo rs3736265 do gene PGC1A. O “cluster” com circulos
azuis representa os individuos homozigotos selvagens (GG), o com circulos verdes indica os heterozigotos (GA) e o
com circulos vermelhos sdo os homozigotos mutados (AA). O quadrado representa o controle negativo e 0 X sdo
amostras que ndo amplificaram.

Apos a analise dos graficos, as frequéncias genotipicas e alélicas foram calculadas
(Tabela 42). Foi observado que o homozigoto mutado (AA) é raro, ndo sendo encontrado em
nenhum obeso. Ademais, foi observado um aumento significativo do alelo selvagem (G) nos
obesos quando comparados aos eutroficos (X(1)2:3,89; p= 0,05). Analises posteriores mostraram
que os individuos que possuem o alelo G apresentam uma probabilidade duas vezes maior de
desenvolver obesidade dos que os que possuem o alelo A (Odd Ratio [OR] = 2,12; intervalo de
confianca de 95% [CI] = 1,006 - 2,23), sugerindo que o alelo selvagem (G) é um fator de risco
para o desenvolvimento da obesidade. De acordo com a Teoria de Hardy-Weinberg, as amostras
encontram-se em equilibrio como podemos observar nos resultados para o grupo de obesos
(1= 0,24; p=0,89) e controles (3= 2,48; p= 0,30).
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Tabela 42: Frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo rs3736265 do gene PGC1A e
associacao ao fendtipo de obesidade.

) Grupos
Genética _ p
Total Eutroficos Obesos
Gendtipo
GG 217 (88,9) 92 (85,2) 125 (91,9)
GA 25 (10,2) 14 (13,0) 11 (8,1) 0,12
AA 2 (0,8) 2 (1,9 0 (0,0)
Alelos
G 0,94 0,92 0,96
0,48
A 0,06 0,08 0,04

Os valores sdo apresentados na forma de frequéncia e porcentagem.
O p-valor é referente ao teste de homogeneidade entre os genétipos e alelos dos eutréficos e obesos.

As variagfes antropométricas e hemodindmicas na amostra como um todo, também
foram analisadas em relacdo aos genotipos do polimorfismo rs3736265 (Tabela 43). Devido a
pequena frequéncia do homozigoto mutado (AA) as analises foram baseadas no modelo
dominante (GG vs GA+AA).
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Tabela 43: Organizacdo das varidveis antropométricas e hemodinamicas em relagdo ao
polimorfismo rs3736265 do gene PGC1A na amostra total.

Gendtipos
n GG n GA+AA P
Peso 217 99,11+38,98 27 85,3+33,2 0,08
IMC (kg/m2) 217 36,1 (23,1; 46,9) 27 24,2 (20,7; 45,3) 0,06
Circ. Abdominal (cm) 215 111,0(83,5; 137,0) 27 85,5 (77,0; 121,0) 0,04
Circ. de quadril (cm) 215 119,0 (99,0; 141,5) 27 104,5 (99,9; 142,0) 0,46
Razdo cintura/quadril (cm) 215 0,91 (0,83; 0,98) 27 0,82 (0,77; 0,89) 0,01
iIMC (cm?/kg) 215  128,3(108,6; 148,4) 27 110,3 (97,4; 145,6) 0,04
PAS (mmHg) 160 127,17£21,11 24 118,8+14,9 0,06
PAD (mmHg) 160 81,58+14,58 24 78,5+12,8 0,32
Glicose (mg/dL) 157 92,0 (87,0; 102,0) 22 86,5 (83,0; 96,0) 0,06
Colesterol total (mg/dL) 182 193,53+41,64 23 184,9+36,3 0,33
HDL - Colesterol (mg/dL) 182 51,0 (43,8; 63,0) 23 58,5 (46,3; 66,3) 0,13
LDL - Colesterol (mg/dL) 177 114,75+34,50 23 107,0+32,2 0,30
VDL - Colesterol (mg/dL) 177 22,0 (15,0; 31,0) 23 17,6 (15,2; 22,6) 0,11
Triglicerideos (mg/dL) 182 109,5 (75,0; 159,3) 23 88,0 (74,5; 113,0) 0,07
Proteina C reativa (mg/dL) 124 0,73 (0,30; 1,54) 16 0,45 (0,16; 1,36) 0,32
Hemoglobina Glicada (%) 102 4,9 (4,5;5,5) 16 4,9(4,3;5,3) 0,65

Legenda: PAS — pressdo arterial sistdlica; PAD — presséo arterial diastdlica; IMC — indice de massa corporeo; iIMC
— indice de massa corporal invertido.

Nota: Os valores representam média + desvio padrdo para variaveis com distribuicdo normal ou mediana (percentil
25; percentil 75), para variaveis sem distribuicdo normal.

O p-valor é referente as diferencas entre as médias (variaveis com distribuicdo normal) ou medianas (varidveis sem
distribuicdo normal).

No modelo dominante, a combinacéo dos heterozigotos (GA) com os homozigotos mutados
(AA) esté associada a diminuicdo da circunferéncia abdominal quando comparado aos homozigotos
selvagens (GG) (Gréfico 17).
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Grafico 17: Comportamento da circunferéncia abdominal em relagdo ao polimorfismo
rs3736265 do gene PGC1A na amostra total.

1200
1150
1100 111,0
1050
1000
95,0

90,0

B5,0 B35

Mediana da Circunferéncia abdominal
{cm)

p=0,04

80,0
GG (215) GA+AA (27)

Este modelo também mostrou que os heterozigotos (GA) e homozigotos mutados (AA) estdo
correlacionados a diminuicdo da razdo cintura/quadril na amostra como um todo, ao ser comparado

com os homozigotos selvagens (GG) (Grafico 18).

Gréfico 18: Variacdo da razdo cintura/quadril em relagdo aos genétipos do polimorfismo
rs3736265 do gene PGC1A na amostra total.
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Os resultados também mostraram que o indice de massa corporeo inverso foi

influenciado pelos gendtipos do polimorfismo rs3736265, sugerindo que os individuos que
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apresentam o alelo mutado (A) tem um menor indice do que os homozigotos selvagens (GG)
(Gréfico 19). Aléem disso, os dados também apresentam algumas tendéncias, como a influéncia
dos genotipos no peso, no IMC, na pressao arterial diastolica, na glicose e nos triglicerideos. Em
todos estes casos foram encontrados que as associagdes dos heterozigotos (GA) com os
homozigotos mutados (AA) estavam correlacionadas as reducGes destes parametros, quando

comparado aos homozigotos selvagens (GG).

Grafico 19: Comportamento do indice de massa corpdreo inverso em relagdo ao polimorfismo
rs3736265 do gene PGC1A na amostra total.
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As mesmas variaveis foram investigadas para o grupo de eutroficos (Tabela 44), devido
ao numero reduzido de homozigotos mutados (AA), também foi utilizado o modelo dominante
(GG vs GA+AA).
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Tabela 44: Variag6es antropométricas e hemodinamicas em relagdo ao polimorfismo rs3736265
do gene PGC1A em eutrdficos.

Gendtipos
N GG n GA+AA P
Peso 92 62,98+9,32 16 61,9+9,2 0,68
IMC (kg/m2) 92 22,6 (21,2; 23,9) 16 21,0 (20,2; 24,0) 0,28
Circ. Abdominal (cm) 92 82,0 (74,0; 86,0) 16 77,8 (76,0; 81,8) 0,22
Circ. de quadril (cm) 92 98,3 (94,0; 102,0) 16 99,5 (97,3; 103,8) 0,26
Razdo cintura/quadril (cm) 92 0,83 (0,78; 0,86) 16 0,80 (0,75; 0,83) 0,04
iIMC (cm?/kg) 92 105,5 (94,0; 116,2) 16 101,8 (93,3; 109,2) 0,24
PAS (mmHg) 80 117,29+12,84 16 113,1+9,9 0,22
PAD (mmHg) 80 76,60+10,20 16 75,619,8 0,73
Glicose (mg/dL) 87 91,0 (84,0; 96,0) 13 85,5 (82,8; 91,0) 0,08
Colesterol total (mg/dL) 87 183,48+35,74 13 187,5+33,0 0,70
HDL - Colesterol (mg/dL) 87 59,0 (47,0; 69,0) 13 62,5 (57,0; 75,2) 0,15
LDL - Colesterol (mg/dL) 86 105,42+21,89 13 103,8+29,2 0,86
VDL - Colesterol (mg/dL) 86 16,0 (13,2; 22,3) 13 17,1 (13,5; 21,5) 0,74
Triglicerideos (mg/dL) 87 80,0 (67,0; 114,0) 13 86,0 (67,05 106,5) 0,82
Proteina C reativa (mg/dL) 36 0,21 (0,06; 0,34) 7 0,17 (0,01; 0,24) 0,39
Hemoglobina Glicada (%) 37 47 (4,5;5,1) 7 47 (4,1;4,9) 0,45

Legenda: PAS — pressdo arterial sistdlica; PAD — presséo arterial diastdlica; IMC — indice de massa corporeo; iIMC
— indice de massa corporal invertido.
Nota: Os valores representam média * desvio padrdo para variaveis com distribuicdo normal ou mediana (percentil
25; percentil 75), para variaveis sem distribuicdo normal.
O p-valor é referente as diferencas entre as médias (variaveis com distribuicdo normal) ou medianas (varidveis sem
distribuicdo normal).

No modelo dominante dos eutroficos, a combinacdo de heterozigotos (GA) com 0s
homozigotos mutados (AA) associou-se as menores razGes da cintura/quadril, quando
comparado aos homozigotos selvagens (GG) (Grafico 20). Os dados também mostram uma

tendéncia de diminuigdo dos niveis de glicose nesta combinacao.
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Grafico 20: Comportamento da razdo cintura/quadril em relacdo ao polimorfismo rs3736265 do
gene PGC1A nos eutroficos.
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No grupo de obesos, as analises de variancia foram baseadas apenas nos homozigotos
selvagens (GG) e heterozigotos (GA), devido a auséncia de homozigotos mutados (AA). Os
resultados sdo mostrados na tabela 45.
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Tabela 45: Variag6es antropométricas e hemodinamicas em relagdo ao polimorfismo rs3736265
do gene PGC1A em obesos.

Gendtipos
n GG n GA P
Peso 125 125,69+30,03 11 119,26+24,27 0,49
IMC (kg/m2) 125 45,2 (39,7;51,7) 11 46,3 (36,3; 49,8) 0,78
Circ. Abdominal (cm) 123 133,0 (121,0; 145,0) 11 125,0 (115,0; 146,0) 0,49
Circ. de quadril (cm) 123 140,0 (127,5; 152,0) 11 147,0 (131,0; 150,0) 0,47
Razéo cintura/quadril (cm) 123 0,97 (0,91; 1,01) 11 0,92 (0,82; 0,97) 0,08
iIMC (cm?/kg) 123 144,8 (130,9; 160,5) 11 153,5 (115,2; 157,4) 0,84
PAS (mmHg) 80 137,05+23,11 9 129,0+17,31 0,32
PAD (mmHg) 80 86,55+16,54 9 83,67+16,22 0,62
Glicose (mg/dL) 70 97,5 (89,0; 109,0) 9 96,0 (85,5; 107,5) 0,50
Colesterol total (mg/dL) 95 202,74+44,61 10 181,20+42,06 0,15
HDL - Colesterol (mg/dL) 95 48,0 (42,0; 54,0) 10 48,0 (43,3; 57,3) 0,84
LDL - Colesterol (mg/dL) 91 123,58+34,71 10 111,40+37,29 0,30
VDL - Colesterol (mg/dL) 91 28,0 (19,0; 37,0) 10 19,0 (16,4; 24,3) 0,02
Triglicerideos (mg/dL) 95 140,0 (97,0; 188,0) 10 95,0 (81,3; 122,5) 0,01
Proteina C reativa (mg/dL) 88 1,0(0,57; 1,92) 10 1,31 (0,90; 1,74) 0,74
Hemoglobina Glicada (%) 65 5,1 (4,6; 5,6) 9 5,3(4,5; 6,1) 0,78

Legenda: PAS — pressdo arterial sistdlica; PAD — presséo arterial diastdlica; IMC — indice de massa corporeo; iIMC
— indice de massa corporal invertido.

Nota: Os valores representam média * desvio padrdo para variaveis com distribuicdo normal ou mediana (percentil
25; percentil 75), para variaveis sem distribuicdo normal.

O p-valor é referente as diferencas entre as médias (variaveis com distribuicdo normal) ou medianas (varidveis sem
distribuicdo normal).

A amostra de obesos mostrou uma associagdo da diminuicdo dos niveis de VDL
colesterol na presenca do alelo mutante (A), representado pelo heterozigoto (GA), quando

comparado ao homozigoto selvagem (GG) (Grafico 21).
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Grafico 21: Variagdo dos niveis de VDL colesterol em relagcdo ao polimorfismo rs3736265 do
gene PGC1A na amostra de obesos.
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Para finalizar as andlises de variancia, no grupo de obesos a presenca do alelo mutante
(A) também foi associado aos menores niveis de triglicerideos, quando comparados aos
homozigotos selvagens (GG), como pode ser visualizado no gréafico 22. E também foi observado

uma tendéncia de reducdo da razdo cintura/quadril nos heterozigotos (GA).

Gréfico 22: Variacdo dos niveis de triglicerideos em relagdo ao polimorfismo rs3736265 do
gene PGCL1A na amostra de obesos.
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As anélises da associacdo do polimorfismo rs3736265 com a prevaléncia das
comorbidades nos obesos sdo mostradas na tabela 46. Para finalizar os resultados deste
polimorfismo, o grupo de obesos apresentou uma associacdo da variagdo génica com a SM.
Como podemos visualizar nesta tabela, houve um aumento significativo dos genotipos selvagens
(GG) nesses individuos que apresentavam a patologia (x(l)Z: 5,94; p=0,02). Anélises posteriores
mostraram que 0S obesos homozigotos selvagens (GG) apresentam uma probabilidade quatro
vezes maior de ter esta comorbidade, sugerindo ser um fator de risco de desenvolver esta
patologia (Odd Ratio [OR] = 4,51; intervalo de confianca de 95% [CI] = 1,31-15,48). Devido a
auséncia dos homozigotos mutados (AA) ndo foram realizadas analises com os alelos.

Tabela 46: Correlagdo do polimorfismo rs3736265 do gene PGC1A na prevaléncia de DT2, SM
e hipertenséo em obesos.

Obesos
_ Diabetes
Genotipo : P
Sim Nao
n % n %
GG 33 97,1 91 90,1
0,20
GA+AA 1 2,9 10 9,9
Hipertensdo
Sim Nao
n % n %
GG 82 92,1 43 87,8
0,18
GA+AA 7 79 6 12,2
Sindrome Metabdlica
Sim Nao
n % n %
GG 76 95,0 24 80,0
0,02
GA+AA 4 5,0 6 20,0

Nota: Os dados mostram 0s nimeros de observagdes e a porcentagem.
O P-valor é referente ao teste x? com um grau de liberdade.
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4.2.3.3 — Haplétipos entre os polimorfismos do gene PGCl-a

Os polimorfismos rs8192678 e rs3736265 do gene PGC1A foram analisados em
conjunto, formando os hapl6tipos que podem ser visualizadas na tabela 47. Os resultados
mostraram uma diminuicdo do haplétipo GA nos obesos (4,0%), quando comparado aos
eutréficos (8,2%), mas esta diferenca ndo foi significativa (X(Z)Z: 4,26; p= 0,12). Analises
posteriores, combinando os hapl6tipos GG/AG, mostraram que a presenca destes aumenta duas
vezes a probabilidade de desenvolver obesidade (Tabela 48), quando comparado ao GA (Odd
Ratio [OR] = 2,12; intervalo de confianca de 95% [CI] = 1,01-4,47). No entanto, foi observado
que os alelos dos polimorfismos estudados ndo estavam em desequilibrio de ligacéo (eutrdficos:
Y@= 5,40; p=0,15; obesos: = 5,66; p= 0,13).

Tabela 47: Frequéncias haplotipicas polimorfismos rs8192678 e rs3736265 do gene PGC1A e
associagdo a obesidade.

Grupos

Haplotipos i
Total Eutroficos  Obesos

GG 326 (66,80) 138 (64,0) 188 (69,1)
GA 29(59) 18(8,2) 11(40) 0,12
AG 133 (27,3) 60 (27,6) 73(26,8)

Os valores sdo apresentados na forma de frequéncia e porcentagem.
O p-valor é referente ao teste de homogeneidade entre os hapl6tipos dos eutréficos e obesos.

Tabela 48: Analise de fator de risco dos haplétipos do gene PGC1A.

Fator Grupo
de risco Total
GG+AG| 261 198 459
GA 11 18 29
Total 2172 216 488
Odd Ratio 2,12
1C 95% 1,01 4,47
x 3,90
P 0,05
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4.2.3- Gene FNDC5

Estudos apresentados na literatura ainda s&o raros relativos ao gene FNDCS5,
principalmente relacionados a variabilidade em sua sequéncia. O presente estudo avaliou as
sequéncias das juncdes intron-éxon e dos éxons 3, 4 e 5, através do sequenciamento automatico.
A realizacdo desta técnica requer um PCR inicial para cada regido de interesse e posterior
purificacdo destes produtos de PCR. Todos os fragmentos selecionados para a amplificagcdo do
gene FNDC5 exibiram o tamanho esperado, pois ndo observamos delecOes, insercdes e
rearranjos. Nas andlises das sequéncias foram identificadas quatro variacbes previamente
descritas, sendo trés nas regides ndo codificantes e uma na codificante, como apresentado nos
eletroferogramas (Figura 37) e na tabela 49. Além disso, nenhuma mutagdo foi detectada nas

regides de juncdo intron-éxon 3 e no éxon 3.

Intron 4 NEXGm
Obeso S
Obeso 54 €.2410T
¢.185-54A>G (rs138727728)
(rs113173936) .

‘% H‘l\ f““ H

!‘[ \ ‘
)f\r | A
‘-——-'_A.._.__I‘_L_L,E."!,x.lk “.: JLIV VY ,iA

S GAGGTGCTGATC TC3
S CCCTAGAGGAGTGY T
G Glu val Leu lle lle
Intron S Intron S
Eutréfico 18 Obeso 75
€.275-34T7>C €.275-63A>G
(rs1284368) (rs728823180)
f\ X
/| A \ \
AWIWIE, I\
] | \ ] {11741\
/) /3 1]
ARIBLADRER'N iJ :
¢ €CAG GCTCTG G6C CY iy 09
G

Figura 37: Eletroferogramas dos polimorfismos do gene FNDCS5 identificados neste estudo.
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Tabela 49: Informag6es genéticas dos polimorfismos do gene FNDC5.

Cadigo Referéncia (NCBI)  Posicao Tipo de mutacéo
€.185-54A>G rs113173936 Intron 4 -
c.241C>T rs138727728 Exon4  Sindnima (p.Leu81=)
€.275-63A>G rs72882318 Intron 5 -
€.275-34T>C rs1284368 Intron 5 -

As frequéncias genotipicas e alélicas das variagfes encontradas no gene FNDCS5, sdo

mostradas na tabela 50. H& uma auséncia dos homozigotos mutados em todas as mutacdes

encontradas. Ademais, observamos que as frequéncias genotipicas e alélicas dos SNP estudados

entre 0s grupos de obesos e eutroficos sdo similares, ndo encontrando diferencas significativas.

Entretanto, no polimorfismo rs72882318 foi observada uma tendéncia de associagdo do alelo

mutado com o desenvolvimento de obesidade (x(l)zz 3,08; p=0,08).
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Tabela 50: Frequéncias genotipicas e alélicas do gene FNDCS5 e associacéo ao fendtipo de obesidade.

Total Eutroficos Obesos Total Eutroficos Obesos
Polimorfismos Gendtipos m N m - m p Alelos - % N % - % p
rs113173936 AA 235 96,3 106 98,1 129 94,9 0.18 A 479 98,2 214 99,1 265 974 0.18
(c.185-54A>G) AG 9 3,7 2 1,9 7 51 G 9 1,8 2 0,9 7 2,6
Total 244 100 108 100 136 100 Total 488 100 216 100 272 100
rs138727728 CcC 243 99,6 108 100 135 99,3 0.37 C 487 99,8 216 100 271 99,6 0.37
(c.241C>T) CT 1 0,4 0 0 1 0,7 T 1 0,2 0 0 1 04
Total 244 100 108 100 136 100 Total 488 100 216 100 272 100
rs72882318 AA 237 97,1 107 99,1 130 95,6 011 A 481 98,6 215 99,5 266 97,8 011
(c.275-63A>G)  AG 7 2,9 1 0,9 6 4,4 G 7 1,4 1 0,5 6 2,2
Total 244 100 108 100 136 100 Total 488 100 216 100 242 100
rs1284368 TT 240 98,4 106 98,1 134 98,5 T 484 99,2 214 98,1 270 99,3
(c.275-34T>C) TC 4 1,6 2 1,9 2 15 0.82 C 4 0,8 2 1,9 2 07 0.82
Total 244 100 108 100 136 100 Total 488 100 216 100 272 100

O p-valor é do teste de qui-quadrado realizado entre os gendétipos dos eutréficos e obesos.
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4.2.4.1 Influéncia do polimorfismo rs113173936 nos parametros estudados

As variagBes dos parametros antropométricos, pressoricos e bioquimicos foram

analisadas em relacdo aos genétipos do polimorfismo rs113173936 na amostra de obesos

(Tabela 51). Em virtude da auséncia do homozigoto mutado (AA), as analises foram baseadas

no homozigoto selvagem (GG) e heterozigoto (GA).

Tabela 51: Variaveis em relacdo ao polimorfismo rs113173936 do gene FNDC5 na amostra

de obesos.
Gendtipos
n GG n GA i

Peso 129 124,3+29,0 7 140,9+37,8 0,15
IMC (kg/m2) 129 45,2 (39,5; 50,9) 7 50,1 (40,1; 68,2) 0,17
Circ. Abdominal (cm) 127 133,0 (119,0; 145,0) 7 128,5 (127,0; 165,0) 0,49
Circ. de quadril (cm) 127 141,0 (128,0; 151,0) 7 154,0 (129,5; 181,0) 0,26
Razéo cintura/quadril (cm) 127 0,96 (0,91; 1,01) 7 0,95 (0,86; 0,99) 0,66
iIMC (cm?/kg) 127 145,1 (131,5; 160,5) 7 148,4 (128,3; 155,8) 0,94
PAS (mmHg) 84 136,3+22,2 5 135,8+31,8 0,97
PAD (mmHg) 84 87,5+14,5 5 64,8+31,3 <0,01
Glicose (mg/dL) 73 96,0 (89,0; 108,0) 6 103,0 (95,5; 157,8) 0,35
Colesterol total (mg/dL) 98 200,2+45,5 7 208,0+31,5 0,66
HDL - Colesterol (mg/dL) 98 47,5 (41,8; 54,0) 7 50,0 (43,0; 56,0) 0,37
LDL - Colesterol (mg/dL) 94 121,9435,7 7 128,6+24,9 0,63
VDL - Colesterol (mg/dL) 94 27,5 (18,0; 36,0) 7 25,0 (22,0; 32,0) 0,92
Triglicerideos (mg/dL) 98 139,0 (89,8; 185,3) 7 123,0 (112,0; 160,0) 0,91
Proteina C reativa (mg/dL) 91 1,15 (0,60; 1,93) 6 0,74 (0,34; 2,0) 0,30
Hemoglobina Glicada (%) 68 5,1 (4,6; 5,6) 6 5,1(4,3;6,7) 0,96

Legenda: PAS — pressdo arterial sistolica; PAD — pressao arterial diastélica; IMC — indice de massa corporeo;

iIMC — indice de massa corporal invertido.

Nota: Os valores representam média + desvio padrdo para varidveis com distribuicdo normal ou mediana
(percentil 25; percentil 75), para varidveis sem distribuicdo normal.
O p-valor é referente as diferencas entre as médias (varidveis com distribuicdo normal) ou medianas (varidveis

sem distribui¢do normal).

Os resultados mostraram uma diminuicdo significativa da média da PAD na presenca

do alelo mutado (A) na amostra de obesos (Grafico 23).
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Grafico 23: Influéncia do polimorfismo rs113173936 do gene FNDCS5 nas diferengas da PAD
no grupo de obesos.
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Como ha poucos eutrdficos heterozigotos (GA) e nenhum homozigoto mutado (AA),

as variaveis dos fatores quantitativos ndo foram investigadas para este grupo.

4.2.4.2 Influéncia do polimorfismo rs72882318 nos parametros estudados

As variacOes dos parametros antropometricos e hemodinamicos foram analisadas em
relacdo aos gendtipos do polimorfismo rs72882318 nos obesos (Tabela 52). Devido a
auséncia do homozigoto mutado (GG), as analises foram baseadas no homozigoto selvagem
(AA) e heterozigoto (AG). Como ha poucos eutréficos heterozigotos (AG) e nenhum
homozigoto mutado (GG), as variaveis dos fatores quantitativos ndo foram investigadas para

este grupo.
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Tabela 52: Variaveis em relacdo ao polimorfismo rs72882318 do gene FNDC5 na amostra de

obesos.
Gendtipos
n AA n AG P

Peso 130 125,8+30,1 6 112,0+10,45 0,27
IMC (kg/m2) 130 45,4 (39,6; 51,3) 6 42,5 (38,4; 49,3) 0,53
Circ. Abdominal (cm) 129 133,0 (119,0; 145,8) 5 126,0 (121,5; 139,5) 0,55
Circ. de quadril (cm) 129 141,0 (128,0; 152,0) 5 141,0 (129,3; 147,5) 0,97
Razdo cintura/quadril (cm) 129 0,96 (0,91; 1,01) 5 0,98 (0,87; 0,99) 0,89
iIMC (cmzlkg) 129 145,7 (130,4; 158,9) 5 143,0 (127,6; 179,9) 0,74
PAS (mmHg) 84 86,6+16,3 5 142,4+22,6 0,53
PAD (mmHg) 84 86,6+16,3 5 142,4+22,57 0,47
Glicose (mg/dL) 74 97,0 (89,0; 109,0) 5 99,0 (90,5; 105,0) 0,98
Colesterol total (mg/dL) 100 199,4+45,3 5 226,2+12,52 0,19
HDL - Colesterol (mg/dL) 100 48,0 (41,3; 54,8) 5 49,0 (46,0; 52,5) 0,67
LDL - Colesterol (mg/dL) 96 121,5+£35,4 5 139,4+21,8 0,27
VDL - Colesterol (mg/dL) 96 25,0 (18,0; 34,8) 5 32,0 (30,0; 48,0) 0,05
Triglicerideos (mg/dL) 100 128,0 (90,5; 183,5) 5 159,0 (149,5; 238,5) 0,09
Proteina C reativa (mg/dL) 92 1,1 (0,56; 1,92) 5 1,15 (0,89; 1,76) 0,73
Hemoglobina Glicada (%) 69 5,0 (4,6; 5,8) 5 5,3(5,1; 5,5) 0,45

Legenda: PAS — pressdo arterial sistolica; PAD — pressao arterial diastélica; IMC — indice de massa corporeo;
iIMC — indice de massa corporal invertido.

Nota: Os valores representam media + desvio padrdo para varidveis com distribuicdo normal ou mediana
(percentil 25; percentil 75), para variaveis sem distribuicdo normal.

O p-valor é referente as diferencas entre as médias (variaveis com distribuicdo normal) ou medianas (variaveis
sem distribuicdo normal).

No grupo de obesos, também ha diferencas significativas entre as medianas do VDL
colesterol e uma tendéncia no triglicerideo em relagcdo aos genotipos, apresentando um perfil

de aumento destes niveis bioquimicos na presenca do alelo mutante (G) (Grafico 24).
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Grafico 24: Relagdo dos niveis de VDL colesterol com os genotipos do polimorfismo
rs72882318 do gene FNDC5.
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4.2.4.3 Haplétipos entre os polimorfismos do gene FNDC5

Os polimorfismos rs113173936 e rs72882318 encontrados no gene FNDC5 foram
combinados para anélise haplotipica onde podemos observar as frequéncias na tabela 53. Em
virtude da auséncia do homozigoto mutado em ambos os polimorfismos, foram observados
apenas trés haplotipos (AA, AG e GA). Nossos resultados mostraram as frequéncias
haplotipicas similares entre os grupos (y= 3,08; p= 0,21). Analises de desequilibrio de
ligagdo mostraram que os alelos de ambos os grupos ndo estéo ligados (eutréficos: y)°= 0,00;

p= 1,00; obesos: y°= 0,00; p= 1,00).

Tabela 53: Frequéncias haplotipicas dos polimorfismos rs113173936 e rs72882318 no gene
FNDCS5 e associacdo ao fendtipo obesidade.

) Grupos
Haplotipos

Total  Eutroficos Obesos
AA  471(96,5) 259 (95,2) 212 (98,1)
AG 8 (1,6) 6 (2,2) 2(0,9) 0,21
GA 9(1,8) 7(26) 2(09)

Os valores sdo apresentados na forma de frequéncia e porcentagem.
O p-valor é referente ao teste de homogeneidade entre os haplétipos dos eutréficos e obesos.
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5 Discussao

A industrializacdo e suas consequéncias econdmicas levaram a uma forga de trabalho
cada vez mais urbanizada e sedentaria. Este cenario associado a diminui¢do do tempo gasto
para a alimentacdo possibilitou a globalizacdo de um mercado de alimentos processados, com
alto teor de gordura, baixo custo e rapidamente consumiveis. A reducéo no gasto de energia e
0 aumento da ingestdo caldrica tem contribuido para o conhecido ambiente obsogénico
(UNGER, 2003; SWINBURN et al., 2011). Apesar da populacdo habitar ambientes cada vez
mais obsogénicos, uma parte tem mantido e uma grande parte tem aumentado o seu peso. Este
fato evidencia que essas diferencas ndo podem ser explicadas apenas por mudancas no estilo
de vida, econdmicas ou fatores ambientais, indicando um importante papel genético neste
aumento de peso (BELL et al., 2005). Além disso, a obesidade esta associada ao surgimento
de inimeras comorbidades que prejudicam a qualidade de vida e agravam o prognostico dos
pacientes. Entre elas destacam-se a DT2, SM, o cancer e doencas cardiovasculares (LEITE et
al., 2009). O presente estudo analisou variacdes em genes relacionados a adipogénese, ao
metabolismo de glicose e lipideos e ao balanco energético, que poderiam estar relacionadas ao

desenvolvimento de obesidade e patologias associadas.

5.1 Gene ADIPOQ

O gene ADIPOQ codifica uma proteina denominada adiponectina, produzida
exclusivamente pelos adipdcitos. Ela apresenta uma alta concentracéo plasmatica, mas baixos
niveis desta adipocina tém sido encontrados nos individuos com obesidade, SM, DT2 e
hipertensdo (KERN et al., 2003; ADAMCZAK & WIECEK, 2013). Estudos anteriores
mostraram que variacBes no gene ADIPOQ estdo associadas a diferencas nos niveis da
adiponectina no plasma (HEGENER et al., 2006). Ambos os polimorfismos estudados estdo
localizados no intron 1 e podem afetar a atividade transcricional deste gene (HEGENER et
al., 2006; GU, 2009).

Em nosso estudo o primeiro polimorfismo do gene ADIPOQ analisado foi o
rs17366568 que corresponde a troca de uma guanina por adenina. Segundo o HapMap, a
prevaléncia do alelo mutado (A) na populacdo mundial é de 5%, sendo a maior frequéncia

encontrada no continente europeu (11%) e a menor no asiatico (2%). Na nossa populacéo
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encontramos uma prevaléncia de 11%, similar a observada na Europa. Este polimorfismo foi
encontrado em desequilibrio de HW na amostra de controles e obesos. Uma possivel razéo
seria a baixa frequéncia do alelo mutado (A) e o pequeno tamanho amostral.

Em estudo de dados da literatura nos quais foram analisados niveis plasméticos de
adiponectina mostraram que o alelo selvagem do polimorfismo rs17366568 esta associado a
maiores niveis desta proteina em populacées europeias (HIVERT et al., 2008; SITTONEN et
al., 2011; HEID et al., 2011). Entretanto, ndo foram encontradas associacdes em mulheres
afro-americanas (COHEN et al., 2009), sugerindo que o patriménio genético de diferentes
populacBes pode exercer influéncias no fen6tipo analisado. Nossos resultados baseados em
genotipagem mostraram que este polimorfismo ndo apresentou resultados significativos em
ambas as amostras. Apesar de poucos trabalhos analisarem o SNP, todos os resultados
encontrados corroboram 0s nossos resultados. Entre os trabalhos publicados podemos
destacar o de Hivert e colaboradores (2008), que também ndo observaram associacdo deste
polimorfismo com o IMC, com a circunferéncia abdominal e na influéncia da prevaléncia de
diabetes na populacdo de obesos com descendéncia exclusivamente europeia. Em adigéo, o
trabalho realizado por Siitonen e colaboradores (2011) também ndo demonstrou associacao
com o IMC e diabetes em europeus da Finlandia. Até o momento, ndo foram estabelecidas
associacdes entre o polimorfismo rs17366568 e os niveis de adiponectina na populacao
brasileira. Estudos posteriores poderdo elucidar a relacdo desse polimorfismo com os niveis
da proteina na nossa populacao e os fendtipos associados a obesidade e comorbidades.

Outro polimorfismo do mesmo gene o rs182052, que corresponde a troca do
nucleotideo adenina por guanina, foi objeto de estudo do nosso trabalho. Segundo 0 HapMap,
0 alelo mutado (A) tem uma prevaléncia mundial de 41% e varia bastante entre as populacdes
(Tabela 54).
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Tabela 54: Frequéncias alélicas do polimorfismo rs182052 do gene ADIPOQ em diferentes
estudos.

Alelos
G A
Kong et al 2013 Coréiadosul 237 47,0 53,0
Hegener et al 2006 EUA (Boston) 600 66,0 34,0
AlSaleh et al 2011 Inglaterra 448 62,0 38,0
Hennemanetal 2010 Holanda 2256 68,0 32,0
Ong et al 2010 China 1616 58,0 42,0
Presente estudo 2014  Brasil (RJ) 244 67,0 33,0

Autor Ano  Populagdo n

As frequéncias estdo representadas na forma de porcentagem.

Os resultados encontrados mostraram que embora este polimorfismo ndo mostrasse
associacdo ao fenotipo obesidade, o alelo mutado (A) estava associado ao aumento de
diversos tragos da obesidade na nossa amostra, como a circunferéncia do quadril e tendéncias
no IMC e circunferéncia abdominal. Posteriormente, estratificamos a populacdo por IMC e
observamos que nos eutrdficos, este alelo estd associado ao aumento da circunferéncia
abdominal, do quadril e uma tendéncia no peso. Ndo encontramos resultados similares nos
obesos totais, mas analisando apenas o0s de grau 3, observamos que este alelo associou-se ao
aumento do peso, do IMC e uma tendéncia na circunferéncia do quadril. Nesses casos, 0s
homozigotos mutados (AA) representaram 0s maiores niveis desses parametros.

Diversos estudos em diferentes populagfes mostraram que 0s niveis de adiponectina
se encontravam diminuidos na presenca do alelo mutado (A), quando comparado ao alelo
selvagem (G) (KYRIAKOU et al., 2008; WASSEL et al., 2010; ONG et al., 2010). Os nossos
resultados aliados ao que foi observado na literatura nos permitem sugerir que o polimorfismo
rs182052 possa estar afetando os niveis da adiponectina na nossa amostra, causando uma
desregulacdo do equilibrio energético por diminuir o gasto caldrico. Este quadro associado a
um ambiente obsogénico acaba resultando no aumento da adiposidade corporal tanto em
individuos eutroficos como obesos. Nosso raciocinio esta na mesma linha do estudo de Kern e
colaboradores (2003), que observaram que todos os individuos de sua amostra (eutr6ficos e
obesos), apresentavam uma associacdo inversa entre o IMC e a adiponectina plasmatica, ou
seja, quando aumentava a gordura do corpo, diminuia significativamente a concentracdo desta
adipocina (vice-versa). Além disso, nossos resultados sdo corroborados por Sutton e

colaboradores (2005), que observaram correlacdo deste polimorfismo com o IMC e medidas
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de obesidade, como a circunferéncia abdominal em americanos hispanicos. Resultados
similares também foram observados em mulheres coreanas, no qual o alelo mutado (A) estava
associado ao aumento do peso e IMC da amostra composta por eutroficos e obesos (DOO &
KIM, 2010). Em caucasianos americanos, 0s pesquisadores observaram uma interessante
interacdo entre o polimorfismo e a circunferéncia da cintura associada ao nivel plasmatico da
adiponectina. Os individuos com o gendtipo AA tinham 15,6% a menos da proteina na
circulagéo e apresentavam um aumento da circunferéncia abdominal (WASSEL et al., 2010).
Acreditamos que ndo encontramos associacdo destas caracteristicas clinicas no grupo de
obeso total e sim apenas nos obesos morbidos, por questdes amostrais.

Até o presente momento, ha alguns artigos que associam e outros ndo, 0 gene
ADIPOQ com o risco de SM, DT2, obesidade e hipertenséo (SCHWARZ et al., 2006;
HIVERT et al., 2008; BOSTROM et al., 2009; KERN et al., 2003; DU et al., 2009). O nosso
estudo ndo encontrou uma associacdo do polimorfismo rs182052 com estas patologias,
porém, apenas com alguns tracos de aumento da adiposidade corporal. Este resultado é
diferente do observado por Bdostrom e colaboradores (2009), que encontraram associagdo do
alelo mutado (A), tanto heterozigotos (GA) como homozigotos (AA), com a DT2 em afro-
americanos. No entanto, Hivert e colaboradores (2008), estudaram a associagdo deste SNP em
2543 individuos com descendéncia exclusivamente europeia € ndo observaram associacao.
Uma possivel explicacdo para essas diferencas entre os trabalhos seria em virtude dos afro-
americanos apresentarem uma quantidade significativamente menor de adiponectina, quando
comparado aos caucasianos (WASSEL et al., 2010). Tal fato combinado com o polimorfismo
rs182052 diminuiria ainda mais 0s niveis desta proteina, aumentando o risco de desenvolver
DT2. Com relacdo ao nosso trabalho, as diferencas podem ser explicadas em fungdo do
tamanho amostral, critérios de inclusdo da amostra e diversidade genética, uma vez que a
populacdo brasileira é altamente miscigenada. Ja com relagdo a SM, 0 nosso resultado é
corroborado pelos estudos realizados na populacdo da China e da Holanda, no qual também
ndo observaram associacdo deste SNP com esta comorbidade (DU et al., 2009; HENNEMAN
et al., 2010). Com relacdo a hipertensdo, Ong e colaboradores (2010) também nao
encontraram associacdo deste polimorfismo com a pressao alta em Hong Kong.

No nosso estudo também realizamos a andlise haplotipica dos polimorfismos
rs17366568 e rs182052 na amostra. Os resultados mostraram que o haplétipo AG é um fator
de protecdo da obesidade, uma vez que houve um aumento da frequéncia nos eutréficos
quando comparados aos obesos. Entretanto, estes alelos ndo estdo ligados. Este resultado é

corroborado por Heid e colaboradores (2011), que através de estudos GWA utilizando 4659
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europeus, verificaram que o polimorfismo rs17366568 ndo esté ligado a nenhum outro SNP
do gene ADIPOQ. Ademais, Cohen e colaboradores (2009) também encontraram que este
polimorfismo ndo esta ligado a nenhum outro da regido, incluindo o rs182052. Alguns
haplotipos formados no gene ADIPOQ tém sido associados com fenotipos relacionados a
obesidade (BOUATIA-NAJI et al., 2006) e a variacdo nos niveis de adiponectina
(KYRIAKOU et al., 2008). No entanto, até o presente momento, nenhum estudo prévio

mostrou associacdo do haplétipo entre estes dois polimorfismos.

5.2 Gene RARRES?2

O gene RARRES? codifica uma proteina que teve seu papel de adipocina reconhecido
ha pouco anos (BOZAOGLU et al., 2007). Esta proteina, chamada quemerina, tem mostrado
uma atuacdo importante na adipogénese, processos inflamatdrios e metabolismo da glicose e
lipideo (BOZAOGLU et al., 2007; GORALSKI et al., 2007; ERNST & SINAL, 2010),
podendo ser esta adipocina a chave para o desenvolvimento de desordens metabolicas
(ERNST & SINAL, 2010). Apesar da interessante acdo da quemerina no COrpo, poucos
grupos de cientistas tem investigado a influéncia das variacGes nucleotidicas deste gene nos
niveis de circulacdo da quemerina (BOZAOGLU et al., 2010). E dado o seu potencial em
processos que possam desenvolver complicacfes metabdlicas, o presente estudo investigou a
associacdo de dois polimorfismos (rs17173608 e rs4721) localizados no intron 3 e na regido
3'UTR. A funcéo destes polimorfismos ainda nao foi totalmente esclarecida, mas sabe-se que
podem afetar a expressdo do gene e ndo a atividade da proteina (MUSSIG et al., 2009).

Entre as variantes genéticas estudadas do gene RARRES2, o polimorfismo rs17173608
que corresponde a troca de uma timina por guanina, mostrou ter seu alelo mutado (G) com
uma prevaléncia de 8%. Na populacdo sudoeste do Ird, este alelo tem uma prevaléncia de
16,7% (HASHEMI et al., 2012). Segundo o HapMap, a frequéncia deste alelo na populagédo
mundial é 6%, com a sua maior frequéncia encontrada na Africa (21%) e a menor na Europa
(5%). Com relacdo as nossas analises, devida a raridade e a auséncia do homozigoto mutado
nos eutréficos, os calculos estatisticos foram baseados no modelo dominante (TT vs TG+GG).

Inicialmente, observamos que o polimorfismo rs1717608 encontra-se em desequilibrio
de HW na amostra obesos. Ndo ha uma explicacdo clara para este desequilibrio, mas uma

possivel razdo seria a baixa frequéncia do alelo mutado (G) e o pequeno tamanho amostral.
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Visto que a quemerina atua na adipogénese do corpo (BOZAOGLU et al., 2007),
investigamos se a presenga do polimorfismo rs17173608 exerce algum efeito na adiposidade
corporal. Apesar dos nossos resultados ndo mostrarem uma associagdo do polimorfismo com
o fendtipo obesidade, encontramos que o alelo mutado (G) esta associado a diminui¢do da
razdo cintura-quadril na amostra. Para aumentar o poder estatistico, estratificamos nossa
amostra por IMC, dividindo em eutréficos e obesos. Desta forma permitiu-nos observar que
nos eutroficos a presenca deste alelo mutado também estd associada ao aumento da
circunferéncia do quadril. Nos obesos, os resultados mostraram que este mesmo alelo se
associou a diminuicdo da razdo cintura-quadril e iIMC. Este quadro sugere que o
polimorfismo rs17173608 tem uma influéncia na adiposidade corporal. H& poucos relatos na
literatura relacionados a este polimorfismo, no entanto, MUSSIG e colaboradores (2009)
encontraram associa¢do da diminuicdo da razdo cintura-quadril e da gordura visceral em
eutroficos na presenca do alelo mutado (G). Mas, ndo observaram associa¢do nos individuos
obesos. Este resultado foi diferente do observado na nossa amostra de controles, uma vez que
ndo encontramos influéncia deste SNP na obesidade visceral. Uma possivel razdo seria as
diferencas tecnicas entre os estudos, uma vez que eles utilizaram imagem de ressonancia
magnética nuclear (MRI), enquanto usamos uma quantificacdo mais relativa baseada na
circunferéncia abdominal. Além disso, eles também ndo utilizaram a circunferéncia do quadril
como um dado, mostrando apenas a razao cintura-quadril. Por esta razdo apesar de serem
feitas da mesma forma, ndo observamos os mesmos resultados, que poderia indicar a
influéncia de fatores individuais e ambientais, ou ainda um possivel efeito da interacdo com
outras variantes genéticas que nao foram investigadas no estudo. Com relagdo a amostra de
obesos, observamos que o rs17173608 esta associado com a diminui¢cdo da gordura corporal.
Apesar deste resultado nao ter sido encontrado no estudo anterior, nossos achados estdo na
mesma linha do estudo realizado por Bozaoglu e colaboradores (2007), que mostraram um
efeito positivo entre a concentracdo plasmatica da quemerina e medidas de adiposidade
corporal, como o IMC, massa de gordura, peso e razdo cintura-quadril. Com base neste
quadro, pode-se sugerir que de alguma forma ainda ndo elucidada, o alelo mutado (G) do
polimorfismo rs17173608 poderia estar influenciando nos niveis plasmaticos da quemerina,
causando uma reducdo desta proteina, que estaria associado a diminuicdo da adiposidade do
corpo, principalmente a visceral nos obesos.

Os niveis de quemerina também tém sido relacionados aos fenotipos da sindrome
metabolica (glicemia, insulinemia, HDL colesterol, triglicerideos e pressao arterial)

(BOZAOGLU et al., 2007). Nossos resultados mostraram que a presenca do alelo mutado (G)
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nos eutréficos estd associada ao aumento da glicemia no corpo. Estudos realizados por
Goralski e colaboradores (2007), mostraram que camundongos knockdown para quemerina
em adipdcitos maduros, reduziam a expressdo de genes relacionados ao metabolismo de
glicose corporal, entre estes podemos destacar o transportador de glicose, conhecido como
GLUT4. Este transportador esta presente no tecido adiposo, masculo esquelético e musculo
cardiaco; e é responsavel por captar glicose para estes tecidos (BRYANT et al., 2002). Tal
fato nos permite sugerir que o polimorfismo rs17173608 possa diminuir a expressdo da
quemerina e consequentemente a do GLUT4, o que diminuiria a captacdo de glicose, fazendo
com que se tivessem maiores niveis deste aclcar no sangue. Apesar de ndo encontrarmos
resultados similares em obesos, diversos estudos mostraram que 0s niveis de quemerina sdo
elevados neste grupo quando comparados a eutréficos (BOZAOGLU et al., 2007), sendo
possivel que esta diminuicdo ndo seja forte o suficiente para interferir no metabolismo de
glicose. Ou ainda, que existam outras variagdes genéticas que possam estar influenciando
neste resultado.

Ainda em relagdo aos obesos avaliados no estudo, ndo encontramos associagéo deste
polimorfismo com a presenga de DT2, hipertensdo e SM. No entanto, estudos prévios
mostraram que carreadores do alelo mutado (heterozigotos — TG; e homozigotos mutados —
GG) relacionaram-se com o desenvolvimento da SM na populacdo do Ird (HASHEMI et al.,
2012). As diferencas entre os nossos trabalhos podem ser explicadas pela selecdo do critério
de inclusdo da amostra, uma vez que utilizaram basicamente individuos com peso normal,
enquanto usamos somente obesos.

O rs4721 foi a segunda variante genética que estudamos do gene RARRES2, que
corresponde a troca de uma timina por guanina na regido 3> UTR. Com base nos dados
fornecidos pelo Ensemble, obtivemos que o alelo mutado tem uma frequéncia de 47% na
populacdo mundial. Sendo a maior frequéncia encontrada na Nigéria com 68% e a menor na
Peninsula Ibérica com 29%. Como podemos observar, este polimorfismo apresenta uma
grande variacdo nas frequéncias entre as populacBes, no entanto, na nossa amostra a
frequéncia foi similar a encontrada na populacdo mundial.

Inicialmente, analisamos a influéncia deste polimorfismo no fendtipo da obesidade.
Entretanto, ambos os grupos estudados apresentaram frequéncias semelhantes, ndo sendo
correlacionado a adiposidade corporal. Além disso, também ndo encontramos associa¢do com
0s parametros antropomeétricos utilizados para medir de forma relativa a gordura do corpo.
Até o momento hd apenas dois trabalhos na literatura cientifica com o SNP rs4721. O

primeiro foi realizado por Missig e colaboradores (2009) que encontraram que o0s carreadores
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do alelo mutado estavam associados a diminui¢do do IMC e gordura visceral na populacdo de
Tubingen, na Alemanha. Apos estratificarem a amostra por IMC, observaram que a
adiposidade visceral estava associada aos individuos ndo obesos (eutr6ficos e sobrepeso), ndo
sendo encontrados resultados semelhantes no grupo de obesos. O segundo trabalho foi um
GWA, realizado na populacdo do Reino Unido (MIN et al., 2012). Através da deteccdo dos
polimorfismos alvos e RNAm, observaram que o rs4721 estd associado com IMC,
circunferéncia do quadril e com os niveis de expressao da quemerina. Os resultados diferentes
podem ser explicados pelo distinto background étnico dos participantes, uma vez que nossa
amostra apresenta uma alta mistura étnica, enquanto que os dois estudos foram realizados em
paises da Europa, que possuem uma mistura significativamente menor de diferentes etnias.
Além disso, pode estar também relacionado ao tamanho amostral do nosso estudo e os
critérios de inclusdo de individuos, uma vez que estes estudos selecionaram individuos sem
ser baseado no IMC, enquanto este indice fez parte da nossa selegéo.

Posteriormente, investigamos o efeito deste polimorfismo nos parametros pressoricos
e bioquimicos estabelecidos previamente pelo estudo. Nossos resultados mostraram que o
SNP rs4721 esta correlacionado com a pressdo arterial sistolica na nossa amostra total.
Quando estratificamos a amostra com base no IMC, observamos que apenas 0s obesos ainda
apresentavam uma tendéncia com relacdo a esta pressdo, tendo os carreadores do alelo
selvagem (T) os maiores niveis pressoricos. Ha apenas um relato na literatura que associa o
polimorfismo com a pressdo arterial. Este trabalho foi realizado por Min e colaboradores
(2012), citado anteriormente, que encontraram um efeito do alelo mutado apenas na pressao
arterial diastolica. Nos Gltimos anos, estudos em humanos tem mostrado uma associacao
positiva entre a circulacdo da quemerina e a pressdo arterial em diversas amostras, como DT2,
obesos e SM (CHU et al., 2012; BOZAOGLU et al., 2007). No entanto, ainda ndo foi
elucidado de que forma esta proteina poderia controlar a pressdo, mas é sugerido que seu
efeito esteja relacionado a alta expressdo nos rins, que é um sitio de regulacdo da pressao
arterial. Com base na literatura, encontramos que 0s obesos apresentam maiores niveis de
qguemerina, quando comparado aos eutroficos (BOZAOGLU et al., 2007). Tal fato associado
aos maiores niveis desta proteina na presenca do alelo selvagem (T) indica uma possivel
implicacdo do aumento da presséo arterial sistdlica.

Ainda com relacdo aos obesos, encontramos um efeito deste polimorfismo na presenca
de DT2. Nossos resultados mostraram que a presenca do heterozigoto (TG) é um fator de
risco da prevaléncia de DT2 na nossa amostra, enquanto que o homozigoto selvagem (TT) e

mutado (GG) séo fatores de protecdo. Ndo encontramos na literatura nenhuma associa¢ao
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deste polimorfismo com esta comorbidade para que pudéssemos comparar e também néo
temos uma explicacdo para este resultado. Um fato bem curioso é que se repararmos nossas
analises dos parametros quantitativos, a maior parte delas mostram os heterozigotos
responsaveis pelos maiores niveis de medidas de adiposidade, presséricos e bioquimicos,
tanto na amostra de obesos como na de eutroficos. Sugerindo que na nossa populacdo
miscigenada o gendtipo heterozigoto (TG) pode estar relacionado aos piores fenotipos, mas
seria necessario aumentarmos nosso tamanho amostral para maiores conclusdes.

As analises de hapl6tipos entre os rs17173608 e rs4721 mostraram que existe um
desequilibrio de ligacdo entre seus alelos selvagens. Nossos resultados indicaram uma
frequéncia do haploétipo TT maior que a esperada em ambos os grupos. As frequéncias foram
similares entre os grupos, ndo mostrando influéncia no fenétipo obesidade. Este fato pode
sugerir que estes alelos estdo sendo segregados juntos talvez associados a algum outro fator

que ndo a obesidade e que merece analises mais apuradas para sua elucidacao.

5.3 Gene PGCl-a

O gene PGCl-o codifica um coativador transcricional que é crucial para o
metabolismo de energia na célula, pois atua na regulacdo da biogénese mitocondrial, na
respiracdo celular, no desenvolvimento de células adiposas e no metabolismo de lipideos e
glicose. Os dois polimorfismos mais comuns da regido codificante sdo rs8192678 e
rs3736265, localizados no éxon 8 e 9, que acarretam a mudanca de aminoacido Gly482Ser e
Thr612Met (NITZ et al., 2007). Devido este gene estar envolvido com o metabolismo do
corpo e a sua desregulacdo estar associada ao desenvolvimento de complicacdes metabolicas
em algumas populacées, incluimos ambos os polimorfismos no nosso estudo da amostra do
Rio de Janeiro.

Na analise do SNP rs8192678, que apresenta uma ampla variacdo na frequéncia do
alelo mutado (A) na populacdo mundial (Figura 38) observamos uma frequéncia de 27%,
enquanto que a média mundial é de 29%. Segundo o HapMap, a maior prevaléncia deste alelo
s80 nos paises asiaticos (média de 45%) e europeus (média de 36%); e a menor sdo nos paises
africanos (média de 5%). As altas frequéncias do aminodacido serina nas ilhas do pacifico tém
sido explicadas como se o alelo mutado (A) tivesse sido positivamente selecionado ou
tivessem tido um efeito neutro nos ancestrais e aumentado por deriva genética, especialmente

o efeito gargalo de garrafa (MYLES et al., 2011)
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Figura 38: Distribuicéo da frequéncia mundial do polimorfismo rs8192678 do gene PGC1A. A frequéncia do
aminoacio serina codificado pelo alelo mutado (A) em cada populacdo esta indicada em preto. WSN, Samoa
ocidental; TON, Tonga; COK, Ilha Cook; MRI, Maori.

Fonte: Adaptado de Myles et al., 2011 pp. 4

Uma vez que o PGCl-a atua no metabolismo do corpo, investigamos o efeito do
polimorfismo rs8192678 no desenvolvimento da obesidade. Nossos resultados mostraram que
ambos 0s grupos estudados apresentaram frequéncias semelhantes, ndo sendo associado a
adiposidade corporal. No entanto, observamos que eutroficos heterozigotos, apresentam um
aumento do peso. Interessantemente, um estudo realizado em brancos europeus mostrou que o
genotipo heterozigoto estava associado a diminuicdo do IMC, circunferéncia do quadril,
gordura corporal e com aumento do HDL colesterol em mulheres. Ao dividirem a amostra por
IMC, observaram que o heterozigoto era um fator de protecdo de desenvolver obesidade
(ESTERBAUER et al., 2002). Nao temos uma explicacdo clara do porqué encontramos
apenas nos eutréficos o aumento de peso ou qual mudanca na fungéo fisioldgica do corpo que
0 genotipo heterozigoto pode acarretar. Entretanto, outros estudos da literatura com genes que
sdo coativados por PGC1l-a, também encontraram efeitos surpreendentes do heterozigoto,
atuando na hipertrofia do adipdcito, na obesidade e na resisténcia a insulina (YAMAUCHI et
al., 2001a; YAMAUCHI et al., 2001b; MILES et al., 2000).

Anteriormente, analisamos o efeito do polimorfismo rs8192678 nos parametros

pressoricos e bioquimicos na amostra como um todo. Os resultados indicaram uma relagdo do
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alelo mutado (A) com o aumento da pressdo arterial diastélica e com a diminuigdo do
colesterol total e LDL colesterol. Um fato interessante é que os niveis da pressdo arterial
diastolica aumentaram significativamente nos homozigotos mutados (AA), quando
comparado aos heterozigotos (GA) e homozigotos selvagens (GG). Para uma melhor
compreensdo destes resultados, avaliamos os eutroficos e obesos separadamente. N&o
encontramos diferencas nos niveis da pressao arterial nos eutréficos, contudo no grupo de
obesos observamos que ha um aumento da pressdo arterial diastdlica e uma tendéncia na
pressao arterial sistolica nos homozigotos mutados (AA). Estes resultados nos permitem
sugerir que a codificacdo apenas do aminoacido serina em individuos com alta adiposidade,
age como fator de risco para maiores niveis pressorico na nossa amostra.

Dentre os artigos interessantes que encontramos sobre o tema, destacamos o estudo de
Vimaleswaran e colaboradores (2008). Estes pesquisadores realizaram uma meta-analise dos
dados disponiveis na literatura até abril de 2007 (apenas autores que autorizaram), com intuito
de aumentar o tamanho amostral e consequentemente o poder estatistico. Desta forma
conseguiram obter informagfes de 13,949 individuos adultos, de ambos 0s sexos e com
diferentes IMC. Suas analises mostraram que homozigotos mutados (AA) com menos de 50
anos, apresentam maiores niveis de pressdo arterial sistolica e diastolica, quando comparados
aos homozigotos selvagens (GG). Estes resultados foram diferentes do encontrado por
Andersen e colaboradores (2005) em dinamarqueses brancos. Neste estudo demonstraram que
o alelo que codifica serina, quando em homozigose se associa a reducao dos niveis de presséo
arterial sistolica e diastolica. Além disso, este alelo mutado (A) diminui o risco da hipertenséo
arterial na sua amostra. Nossos resultados ndo mostraram uma influéncia do polimorfismo
rs8192678 na prevaléncia da hipertensdo nos obesos, apenas no aumento da pressdo arterial.
Esta diferenca pode ser explicada pela hipertensdo ser uma doenca multifatorial e poligénica,
sugerindo que fatores ambientais e/ou outros fatores genéticos podem contribuir para o
desenvolvimento desta patogénese na nossa populacéo.

Apesar dos diferentes resultados encontrados entre os estudos, 0s nossos estdo de
acordo com 0s mecanismos previamente referidos do PGC1-a. Ja foi descrito na literatura que
0 PGCl-a atua como coativador do PPAR-y e outros receptores nucleares, incluindo os
receptores de estrogénio (RE) a e B, os quais estdo envolvidos no controle da pressao arterial.
Atualmente se sabe que 0 PGC1-a ¢é expresso nas células endoteliais ¢ interagem com os RE-
a e —B expressos no endotélio vascular e nas celulas da musculatura lisa (ESTERBAUER et
al., 1999; OBERKOFLER et al., 2003). Estes receptores ativados causam um relaxamento no

vaso (vasodilatacdo) causando uma menor resisténcia para a passagem do sangue e
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consequentemente reduzindo os valores da pressao arterial (MENDELSOHN, 2002). Tal fato
associado a diminuicdo da expressdo do PGC1l-a nos individuos com o aminoacido serina
(MYLES et al., 2011; WENG et al., 2010), nos permite sugerir que os obesos homozigotos
mutados (AA) da nossa amostra tem uma quantidade menor deste coativador, ocasionando
uma menor atividade transcricional do RE. Esta menor atividade poderia causar a
vasoconstric¢do que € associada ao aumento da pressao arterial.

Na nossa amostra de obesos também avaliamos a influéncia deste polimorfismo na
presenca de DT2 e SM, mas ndo obtivemos resultados significativos. Na literatura ha apenas
um trabalho com o polimorfismo rs8192678 e a SM. Este estudo foi realizado por Ambye e
colaboradores (2005) e corroboram nossos resultados, uma vez que também ndo encontraram
associagédo deste polimorfismo com esta patogénese em dinarmaqueses. Com relacdo a DT2,
os resultados encontrados na literatura sobre o efeito do polimorfismo rs8192678 nesta
patogénese sdo muito distintos entre as populagcdes. Na Dinamarca o alelo mutado (A),
codificador da serina, foi mostrado como o fator de risco para esta patogénese (EK et al.,
2001). Ademais, resultados semelhantes foram encontrados na Eslovénia (KUNEJ et al.,
2004). No entanto, Barroso e colaboradores (2003) mostraram que este mesmo alelo mutado
(A) diminuia o risco da sua amostra do Reino Unido desenvolver diabetes. Além destes
resultados, Muller e colaboradores (2003) ndo associaram este polimorfismo a diabetes em
indios Pima, que residem na fronteira dos Estados Unidos com o México. Esses distintos
resultados encontrados podem ser explicadas pelo tamanho amostral utilizados nos estudos e
também em virtude das populacdes apresentarem distintos pools genéticos, sugerindo que a
associacdo gene-doenca possam variar por causa das diferencas na complexidade do
background genético.

A segunda variante estudada do gene PGC1l-a é codificada como rs3736265, e 0 seu
alelo mutado (A) tem uma frequéncia de 11% na populacdo mundial. Na nossa amostra a sua
frequéncia foi mais rara, tendo uma prevaléncia de apenas 6%. Segundo o HapMap, a menor
frequéncia deste alelo é encontrada na Africa e na Europa, ambos com 7%, sendo que S&0 0s
ingleses 0s que apresentam a menor prevaléncia (4%). As maiores frequéncias sao
encontradas no continente asiatico (19%), sendo os chineses 0s que obtém a maior
prevaléncia mundial (22%). Com relacdo as nossas analises, em virtude do homozigoto
mutado (AA) estar ausente nos obesos e serem raros nos eutroficos, os célculos estatisticos
foram baseados no modelo dominante (GG vs GA+AA).

Até o presente momento ndo se sabe qual ou se hd mudancas na funcdo da proteina na

troca do aminoacido metionina, ou ainda se causa uma alteracdo na expressdo. No entanto,
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por ser altamente conservados entre as espécies de mamiferos, acredita-se que possam causar
uma mudanca funcional ou ainda uma modificacdo na quantidade do PGC1-a (NITZ et al.,
2007). Nossos resultados para este polimorfismo mostraram que hd um aumento significativo
do alelo selvagem (G) nos obesos, quando comparado aos controles. O que nos permite
sugerir através de calculos estatisticos que este alelo é um fator de risco de obesidade na nossa
amostra. Além disso, observamos que os carreadores do alelo mutado (A) tinham uma
diminuicdo da circunferéncia abdominal, na razdo cintura-quadril e no iIMC, indicando que
este polimorfismo afeta a regido abdominal. Posteriormente, estratificamos a amostra por
IMC, separando em eutrdficos e obesos, 0 que nos permitiu observar que a presenca do alelo
mutado (A) esta associada a diminuicdo da razdo cintura-quadril nos eutréficos e também foi
encontrada uma tendéncia nos obesos. Estes resultados sugerem que o polimorfismo
rs3736265 influéncia na susceptibilidade da obesidade e também na distribui¢do da gordura
corporal.

Acreditamos que a relacdo do polimorfismo rs3736265 com a diminuicdo da
adiposidade corporal possa ser explicada atraves das vias metabdlicas que 0 PGC1-a atua e
que ja foram compreendidas. Com base na literatura sugerimos que possa haver uma
diminuicdo da atividade do PGC1-qa, resultando numa menor coativagio do PPARy. Este
quadro resultaria numa menor diferenciacdo de pré-adipécitos (adipogénse) e no acumulo de
triglicerideo nas células adiposas maduras. Apesar de ter uma possivel diminuicdo da
atividade deste coativador, inclusive nos processos de gasto caldrico, atualmente se sabe que o
PGC1-B compensa essa deficiéncia (auséncia ou redu¢do) por induzir a transcricdo normal
dos genes relacionados a biogénese mitocondrial e ao metabolismo oxidativo. Esta
continuacdo da atividade de gasto energético e a diminuicdo da adipogénse permitem-nos
sugerir que esteja correlacionado a diminuicao da adiposidade corporal e também a dos niveis
de triglicerideo e VLDL na nossa amostra (LIN& SPLIGELMAN, 2005; LIN et al., 2003;
MEDINA-GOMEZ et al., 2007).

Até o presente momento, ndo ha muitos trabalhos sobre este polimorfismo,
principalmente em relacdo ao efeito no fenotipo obesidade. Entretanto, encontramos na
literatura o trabalho de Franks e colaboradores (2010), que analisaram amostras vindas de
multicentros que controlam a triagem do efeito de metformina e de modificacBes no estilo de
vida com a incidéncia da diabetes. Desta forma, obtiveram amostras de varias populactes
incluindo afro-americanos, espanhdis, americanos brancos e asiaticos, todos ndo diabéticos,
mas com altos niveis de glicose. Neste estudo, acompanharam os individuos por um ano e 0s

dividiram em trés amostras, 0s que se trataram com metformina, os que receberam placebo e
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0s que apenas modificaram o estilo de vida. Ap6s um ano, analisaram se as variabilidades das
mensuracGes da gordura corporal e das analises bioquimicas eram influenciadas pelo
polimorfismo rs3736265, mas ndo obtiveram resultados significativos. Outro trabalho
encontrado na literatura é do tipo caso-controle na populacdo coreana. Apesar da selecdo de
amostras também serem baseadas no IMC, ndo observaram resultados significativos da
influéncia deste polimorfismo na obesidade (HONG et al., 2008). As distingbes entre 0s
resultados podem ser explicadas pelo diferente background étnico dos participantes, tamanho
amostral e o diferente tipo do estudo, no caso do trabalho longitudinal.

Ainda com relagdo ao polimorfismo rs3736265, encontramos uma influéncia na
prevaléncia de SM nos obesos. Este resultado mostrou que individuos homozigotos selvagens
(GG) apresentavam um risco maior de ter esta complicacdo metabdlica. Nossos achados estdo
na mesma linha dos apresentados anteriormente, uma vez que 0S maiores niveis de
triglicerideo e da regido abdominal (fatores que compbBe a SM) sdo encontrados nos
homozigotos mutados (GG). Até o momento, ndo ha relatos na literatura sobre este
polimorfismo e a SM, sendo 0 nosso estudo o pioneiro no assunto. Apesar de encontrarmos
uma associagdo com esta sindrome, acreditamos que seria necessario aumentar o tamanho
amostral para confirmar nossos resultados.

Na literatura encontramos poucos trabalhos sobre o polimorfismo rs3736265 e a DT2.
Dentre estes podemos destacar o de Ek e colaboradores (2001), que analisaram individuos
dinamarqueses com DT2, e encontraram que o alelo selvagem (G), codificador da treonina, é
um fator de risco a diabetes. Um resultado diferente no qual foi feito uma meta-analise,
realizada por Yang e colaboradores (2011), que recolherem dados de estudos publicados até
abril de 2010 (apenas os de autores que concordaram em participar). Desta forma, obtiveram
uma amostra de 2942 diabéticos e 1289 controles (ndo diabéticos), todos adultos e de ambos
0s sexos. Neste estudo ndo foi encontrado associacdo do polimorfismo com a DT2. Nossos
resultados ndo mostraram associacdo com a DT2 em obesos, similar ao estudo da meta-
analise.

As analises de haplotipos entre 0s rs8192678 e rs3736265 indicaram que ndo possuem
seus alelos ligados, ou seja, ndo estdo associados. Além disso, encontramos que o haplétipo
GA ¢é um fator de protecdo, quando comparado a combinacdo dos haplétipos GG/AG.
Refletindo sobre os resultados dos gendtipos e entendendo melhor os haplotipos, podemos
sugerir que basta a presenca do alelo mutado (A) do polimorfismo rs3736265, independente

do SNP rs8102678, para diminuir o risco de obesidade na nossa amostra.
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5.4 Gene FNDC5

O papel do gene FNDCS5 na fisiologia enddcrina foi descoberto recentemente, por
Bostrom e colaboradores (2012). Este gene codifica uma proteina transmembranar, que é
clivada no horménio irisina durante o exercicio fisico. Este horménio atua nas células do
tecido adiposo branco, ativando genes relacionados a termogénese do corpo. N6s realizamos o
rastreamento das regifes de juncdo intron-éxon e dos éxon 3, 4 e 5 para identificar as
variacBes encontradas na nossa amostra do Rio de Janeiro, além disso, aumentar o
conhecimento da influéncia dos polimorfismos de base Unica nos fendtipos de obesidade e
desenvolvimento de diabetes, sindrome metabdlica e hipertensdo em obesos.

Nossos resultados de sequenciamento mostraram 4 variacoes, sendo trés na regido ndo
codificante e 1 na codificante. Estas modificacbes de sequéncia séo codificadas como
rs113173936 (c.185-54A>G), rs138727728 (c.241C>T), rs72882318 (c.275-63A>G) e
rs1284368 (c.275-34T>C). Todas as variacOes identificadas sdo raras, como podemos
observar pelas frequéncias da nossa populagédo e da mundial mostradas na tabela 55. Apenas o
rs113173936 e rs72882318 sdo considerados polimorfismos, pois tem uma frequéncia maior

que 1% na populacéo.

Tabela 55: Frequéncia das mutagdes encontradas do gene FNDCS5.

] _ Frequéncia
Polimorfismos

Mundial Presente estudo

rs113173936 1% 1,8%
rs138727728 <0,1% 0,4%
rs72882318 1% 1,4%
rs1284368 0,8% 0,8%

Fonte: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Apesar de identificarmos 4 mutacOes, as analises foram realizadas apenas nos
polimorfismos rs113173936 e rs72882318. Além disso, em virtude da pequena quantidade de
heterozigotos (auséncia dos homozigotos mutados) nos eutréficos, todos os calculos
estatisticos relacionados aos parametros antropométricos, pressoricos e bioquimicos foram

feitos usando apenas 0s obesos.
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Uma vez que o FNDC5 atua no metabolismo energeético, investigamos o efeito do
polimorfismo rs113173936 no desenvolvimento de obesidade. Nossos resultados mostraram
que houve um aumento nos heterozigotos obesos, quando comparado aos eutroficos, mas ndo
foi significativo, ou seja, ndo observamos uma influéncia do polimorfismo na adiposidade
corporal. Com relagdo aos parametros estudados nos obesos, observamos que a presenga do
alelo mutado (A) esté associada a diminuicdo da PAD neste grupo. E a primeira vez que este
polimorfismo estd sendo estudado e ainda ndo ha uma compreensdo de como este
polimorfismo pode afetar a expressédo do gene FNDC5 e a presséo arterial.

Nos também estudamos o polimorfismo rs72882318 localizado no intron 5, e até o
momento ndo foi esclarecido se hd ou ndo efeito deste SNP no gene FNDC5. Nossos
resultados mostraram que houve um aumento da frequéncia do heterozigoto nos obesos,
quando comparado aos eutroficos, mas ndo foi significativo. Com relacdo aos parametros,
encontramos um aumento do VLDL e uma tendéncia de triglicerideos nos obesos
heterozigotos. Esta também é a primeira vez que este polimorfismo esta sendo estudado, e
como ainda ndo € totalmente compreendida a acdo deste gene e do polimorfismo no
metabolismo, é preciso maiores estudos para sugerir uma influéncia no corpo. Mesmo esses
polimorfismos sendo raros na nossa amostra, € importante estudarmos seus efeitos nos
individuos, uma vez que a “hipotese da variante rara” tem sido cada vez mais encontrada em
trabalhos na literatura. Esta hipotese propde que uma proporcdo significativa da
susceptibilidade hereditaria para doengas crénicas comuns em humanos podem ser devida a
soma dos efeitos de uma serie de variantes com baixa frequéncia na populacdo de uma
variedade de genes. Cada variante rara atribui de uma forma predominante e independente
agindo num aumento moderado da susceptibilidade dessas doencas e sdo facilmente
detectaveis no risco relativo. Tais variantes sdo majoritariamente especificas da populacéo por
causa do efeito fundador resultante da deriva genética (BODMER & BONILLA, 2008).

As andlises dos haplétipos dos polimorfismos rs113173936 e rs72882318 mostraram
que seus alelos ndo estdo ligados. Além disso, ndo encontramos influéncia dos hapl6tipos no

fendtipo obesidade.
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6 Conclusdes

v Neste estudo foram avaliados individuos eutréficos (IMC<24,9) e obesos (IMC>30,0),
mostrando que 0 aumento da adiposidade corporal estd associado aos maiores valores
do peso, IMC, circunferéncia abdominal, circunferéncia de quadril, presséo arterial
sistélica, pressao arterial diastélica, glicemia, VDL colesterol, triglicerideo, proteina C
reativa e hemoglobina glicada, enquanto que o HDL colesterol, que é o colesterol
bom, esses individuos apresentam menores quantidades. Além disso, esses individuos

acima do peso sdo mais susceptiveis a DT2, SM e hipertenséo.

v Nosso estudo mostrou que o alelo mutado (A) do polimorfismo rs3736265 localizado
no gene PGC1A e o haplétipo AG formado entre os polimorfismos rs17366568 e
rs182052 do gene ADIPOQ se associaram com o fen6tipo obeso, agindo como fatores
de protecdo. Além disso, o alelo mutado (A) do polimorfismo rs182052 do gene
ADIPOQ estava influenciando diversos tracos da obesidade, como circunferéncia
abdominal e do quadril nos obesos morbidos (IMC>40,0). O polimorfismo
rs17173608 do gene RARRES2 também mostrou efeito na adiposidade corporal, uma
vez que seu alelo mutado estava associado ao aumento da circunferéncia do quadril
nos eutroficos; e diminuicdo da razdo cintura-quadril e ilMC nos obesos. N6s também
encontramos influéncia do polimorfismo rs8192678 do gene PGC1A no peso de

eutroficos, tendo os heterozigotos os maiores valores.

v' Com relacdo aos parametros pressoricos e bioquimicos, observamos que a presenca do
alelo mutado (G) do polimorfismo rs17173608 do gene RARRES2 aumenta os niveis
de glicose nos individuos com peso normal. J& 0 SNP rs8192678 do gene PGC1A
apresentou um efeito de aumento da pressao arterial diastélica e uma tendéncia na
pressdo arterial sistolica nos obesos homozigotos mutados (AA). Entretanto no
polimorfismo rs3736265 do mesmo gene, encontramos que a presenca do alelo
mutado diminui os niveis de VDL colesterol e triglicerideo nos obesos. E finalizamos
estas andlises, encontrado uma associacdo do alelo mutado (G) do polimorfismo
rs113173936 localizado no gene FNDC5 com a diminuicdo da pressdo arterial
diastolica e o SNP rs72882318 tambem teve seu alelo mutado associado ao aumento

de VDL colesterol e triglicerideo nos obesos.
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v Nossos resultados também mostraram que 0s obesos homozigotos selvagens (GG) do
polimorfismo rs3736265 do gene PGCI1A apresentavam um risco maior de ter
sindrome metabolica. E também que os homozigotos selvagens (TT) e mutados (GG)
do polimorfismo rs4721 do gene RARRES2 sdo fatores de protecdo dos obesos
desenvolverem DT2.
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8 Apéndice — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

POLIMORFISMOS MOLECULARES EM GENES ASSOCIADOS A OBESIDADE E SINDROME METABOLICA

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Apresentacdo do estudo

O estudo de Polimorfismos Moleculares em Genes Associados a Obesidade e Sindrome
Metabdlica é uma pesquisa que visa analisar aspectos genéticos, imunol6gicos e bioquimicos em
individuos que apresentam distdrbios no metabolismo que podem resultar em doengas crdonicas
relacionadas e que tem acometido um grande nimero de brasileiros nos ultimos anos, principalmente a
populacdo adulta. Entre estas patologias podemos citar a obesidade e a sindrome metabdlica (SM), que
sdo fatores de riscos para o desenvolvimento de doengas mais severas como as doencgas
cardiovasculares, diabetes mellitus tipo Il e obesidade mérbida.

Objetivos do estudo

O estudo investigara fatores que podem levar ao desenvolvimento dessas doencas, ou 0 seu
agravamento, podendo contribuir para a melhor compreenséo e desenvolvimento de novas formas de
prevencdo e tratamento. Os fatores investigados incluem aspectos relacionados aos habitos de vida,
historico familiar, trabalho, lazer e salde em geral, além de fatores de riscos genéticos. Para este
ultimo se propdem o estudo de polimorfismos de genes relacionados com a regulacdo da fome, com o
balanco energético, com o metabolismo de lipidios e com a diferenciacdo de adipécitos, tendo como
finalidade analisar uma possivel associacdo destes polimorfismos com o desenvolvimento de
obesidade e SM. A andlise de genes candidatos podera ajudar a aumentar o conhecimento sobre as
bases dos mecanismos energéticos, a compreensdo dos fatores genéticos que predispbem ao
desenvolvimento destas patologias, além das doencas mais graves correlacionadas (citadas
anteriormente). O estudo também se propGe a estabelecer a prevaléncia e a definir os perfis de risco
para o desenvolvimento destas morbidades.

Instituicdes envolvidas no estudo

O projeto sera desenvolvido no Laboratério de Genética Humana do Instituto Oswaldo
Cruz/Fiocruz em colaboracdo com a Policlinica da Caixa de Assisténcia Oswaldo Cruz (FioSaude) e o
Laboratério de Imunofarmacologia/lOC/Fiocruz. O estudo estd sob a coordenacdo da Dra. Giselda
Maria Kalil de Cabello do Laboratoério de Genética Humana/lIOC.

Participacéo do estudo

Os participantes que preencherem os critérios diagnosticos de sindrome metabdlica,
obesidade morbida ou no caso dos voluntarios sadios, aqueles que ndo apresentem nenhuma
dessas patologias, serdo cadastrados e uma ficha clinica serd preenchida apos a leitura e
assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido. Em seguida, amostras de sangue
total serdo coletadas e utilizadas para as analises genéticas e testes imunobioquimicos. O total
de sangue coletado sera de aproximadamente 10 ml e ndo traz nenhuma inconveniéncia para
adultos, apenas um leve desconforto pode ocorrer associado a picada da agulha. Os exames
clinicos (medida de peso, altura, altura e circunferéncias), os testes imunobioquimicos fazem
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parte da rotina médica e nenhum deles é invasivo ou emite radiacdo. As analises genéticas sdo
realizadas a partir do DNA extraido a amostra de sangue e além de ndo trazer nenhum risco,
serdo observadas as normas vigentes para Pesquisa em Seres Humanos segundo a resolucéo
do Ministério da Saude 196/96. O material biologico coletado (sangue) sera encaminhado
para o Laboratorio de Genética Humana, do Instituto Oswaldo Cruz/FIOCRUZ.

Em casos excepcionais pode ser solicitada pela equipe de pesquisa uma segunda
coleta, caso o material ndo seja suficiente ou sofra algum tipo de alteracdo (coagulacéo,
hemolise, degradacdo) ou ainda para a realizacdo de novos exames ou analises genéticas ndo
previstos inicialmente, com o objetivo de fornecer informacdes adicionais para o estudo, sem
que isto acarrete nenhum prejuizo ou risco para a saude do paciente, exceto aqueles
relacionados com a retirada rotineira de sangue como ja colocado anteriormente. Em qualquer
das situacdes, sua participacdo ndo é obrigatdria e o Sr./a ndo tera nenhum prejuizo caso ndo
venha aceitar repetir ou realizar estes procedimentos.

Armazenamento de material biolégico e dados clinicos

As amostras de sangue encaminhadas serdo armazenadas como &cido
desoxirribonucleico (DNA), soro e aliquotas de excedentes de sangue, que serdo estocadas
para a pesquisa por um prazo minimo de cinco (10) anos. Cada amostra de material biologico
fard parte de um banco de amostras identificadas por cddigos especificos que garantirdo o
sigilo e a confidencialidade das informagdes. As respectivas fichas de dados clinicos e TCLE
serdo arquivadas em um banco de dados contendo as informacdes clinicas e epidemiologicas,
sob a responsabilidade do Laboratorio de Genética Humana do Instituto Oswaldo Cruz-
FIOCRUZ, de acordo com os requisitos da Resolu¢do CNS 441 de 12 de Maio de 2011. Seréo
respeitadas as normas vigentes para Pesquisa em Seres Humanos segundo a resolucdo do
Ministério da Saude 196/96, especialmente relevantes a menores e aos estudos de carater
genético.

Seu direito como participante

Sua participacdo no projeto é inteiramente voluntaria, sendo importante a participacao
em todas as etapas do estudo. Entretanto, se quiser, poderad deixar de responder a qualquer
pergunta durante a entrevista, recusar-se a medir-se ou retirar sangue e solicitar a substitui¢do
do/a entrevistador. Os individuos que se opuserem a ingressar no projeto, ou que quiserem se
retirar do mesmo, ndo sofrerdo nenhum tipo de penalidade referente ao seu atendimento
clinico, acesso a tratamentos disponiveis, ou acesso a qualquer outro tipo de atividade
assistencial e/ou de pesquisa que por ventura possam existir no futuro.

N&o havera qualquer pagamento pela participacdo, pelo transporte e/ou alimentacéo; e
todos os procedimentos serdo inteiramente gratuitos. Os resultados, normais ou alterados,
serdo entregues aos médicos responsaveis que se comprometem a entregar a cada voluntario
participante; os resultados serdo utilizados com fins cientificos, podendo ser publicados em
revistas cientificas, sem qualquer identificacdo do participante. Na eventualidade de um

resultado que indique um perfil de risco elevado para as patologias estudadas, o médico
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responsavel serd informado para que uma abordagem terapéutica disponivel seja adotada.
Todos os resultados disponiveis somente serdo veiculados a partir da autorizacdo dos
participantes neste termo de consentimento, como também se mantera o anonimato destes de
acordo com as normas de Pesquisa em Seres Humanos (resolugdo 196/96 do Ministério da
Saude).

Reafirmamos que todas as informacdes obtidas serdo confidenciais, identificadas por
cddigos, garantindo o anonimato. Elas serdo utilizadas exclusivamente para fins cientificos e
serdo armazenados com seguranca, tendo acesso apenas 0Ss pesquisadores envolvidos no
projeto. Em nenhuma hipdtese sera permitido o acesso a qualquer pessoa que nao faca parte
do grupo de pesquisa as informacdes individualizadas, incluindo empregadores, seguradoras
ou superiores hierarquicos.

Uma copia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido lhe sera entregue e sua
assinatura a seguir significa que o/a Sr/a leu e compreendeu todas as informagdes e concorda
em participar da pesquisa.
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Termo de Consentimento Livre Esclarecido

As informagdes contidas neste TCLE visam firmar acordo por escrito, mediante o qual o sujeito objeto
de pesquisa, autoriza sua participacdo, com pleno conhecimento da natureza dos procedimentos e
riscos a que se submetera, com capacidade de livre arbitrio e sem qualquer coacao.

Nome do participante

Documento de identidade Data de nascimento __ / [/

Endereco:

CEP

Telefone para contato

Declaro, por meio deste termo, que concordei em participar do projeto de pesquisa -
Polimorfismos moleculares em genes associados a obesidade e sindrome metabolica - que
sera desenvolvido no Laboratério de Genética Humana do Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz.
Fui informado (a) que a pesquisa é coordenada pela Dra. Giselda Maria Kalil de Cabello, a
quem poderei contatar a qualquer momento que julgar necessario através dos telefones (21)
3865-8213/3865-8214/3865-8192 ou e-mail gkalil@ioc.fiocruz.br. Estou ciente de que sera
necessaria a retirada de uma amostra de sangue, que a coleta de sangue segue rotinas
padronizadas e sera realizada, assim como todos os procedimentos da pesquisa, por pessoal
capacitado e treinado, supervisionado por profissional qualificado, que podera orientar-me no
caso de duvida, ou ocorréncia de alguma eventualidade. Também fui informado de que serdo
preenchidos formularios contendo dados clinicos e pessoais e que 0s mesmos serdo mantidos
em sigilo.

Afirmo que aceitei participar por minha propria vontade, sem receber qualquer tipo de
pagamento e com a finalidade exclusiva de colaborar para o sucesso da pesquisa. O médico
responsavel pelo meu acompanhamento me deu todas as orientacGes sobre esta pesquisa e
entendi que se trata de uma pesquisa para estudar uma possivel associacdo de genes com o
desenvolvimento de obesidade e sindrome metabdlica. Fui informado que uma ficha clinica
sera preenchida apds a leitura e assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido.
Também fui informado que serdo coletados 10mL de sangue no antebraco, com agulha e
seringa descartaveis e estéreis, antecedido por higienizacdo local (O local da puncdo pode
ficar dolorido por alguns minutos — é aconselhavel exercer uma certa pressao neste local por
aproximadamente 3 minutos apos a coleta); que o sangue sera utilizado para extracdo de DNA
para avaliar a presenca de variagdes genéticas e que os dados gerados pela analise genética
ndo serdo divulgados nominalmente e sim sob a forma de frequéncia, garantindo o anonimato.
Esse material ficard armazenado em um banco de dados e somente sera utilizado para futuros
projetos mediante nova submissdo e aprovacdo do Comité de Etica da Instituico, bem como a
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concordancia por escrito. Me foi informado e garantido que a assisténcia médica ndo sera
modificada em funcdo da aceitagcdo ou ndo em participar desta pesquisa e que posso desistir
em qualquer momento da minha participagdo sem que isto interfira em tratamento futuro. Na
eventualidade de um resultado que indique um perfil de risco elevado para as patologias
estudadas, o medico responsavel sera informado para que uma abordagem terapéutica
disponivel seja adotada.

Estou ciente de poder fazer quaisquer perguntas a qualguer momento e que a coleta ndo acarretara
nenhum prejuizo ou risco para minha saude, exceto aqueles relacionados com a retirada rotineira de
sangue. Sei que esta pesquisa foi submetida ao Comité de Etica em Pesquisa Humana do Instituto
Oswaldo Cruz (CEP Fiocruz 10C), a saber: Avenida Brasil 4036 — Sala 705 (Prédio da Expansao) —
Manguinhos — RJ — CEP: 21040-360 — Tels: (21) 3882-9011 Fax: (21) 2561-4815 — E-mail:
etica@fiocruz.br e cepfiocruz@ioc.fiocruz.br.

Declaro que li entendi o que me foi explicado, concordo em participar desta pesquisa e concordo que
as amostras de sangue colhidas, bem como os dados clinicos, sejam armazenadas para analises sobre
as doengas crbnicas em estudo, ndo sendo necessario que eu seja consultado/a toda vez que forem
utilizadas de acordo com os objetivos definidos no protocolo original da pesquisa.

Sim() Nao()

Assinatura:

Rio de Janeiro, / /

Nome do Sujeito da Pesquisa:

Assinatura do Sujeito da Pesquisa

Nome do/a Entrevistador/a:

Assinatura do/a entrevistador/a
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